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INTRODUCTION: L’insuffisance cardiaque (IC) est caractérisée par
l’épaississement des septa alvéolaires et d’une prolifération myofibroblastique.
L’endothéline-l (ET-1), un puissant agent mitogènique des myofibroblastes (MYFs),
est augmentée lors d’IC et pourrait ainsi contribuer au remodelage pulmonaire par la
stimulation de la prolifération des MYfs. Nous avons donc investigué le rôle de
système de l’ET-l et de ses récepteurs (ETA-R et ETB-R) chez des MYFs de rats
normaux et IC.
MÉTHODES ET RÉSULTATS:
L’effet pro]iférateur de l’ET-J (lOnM) a été mesuré par incorporation de
[3H]-leucine [3H]-thymidine. Le blocage sélectif d’ETA-R (BQ-123) ou d’ET8-R
(BQ-78$) n’a pas inhibé la prolifération ou la synthèse protéique. Cependant, la
combinaison des deux antagonistes a complètement inhibée l’effet mitogénique de
l’ET-I. Étonnamment, à l’état basal, les antagonistes sélectifs des R-ET ont activé la
prolifération des MYFs. Toutefois, la combinaison des deux antagonistes seule n’a
pas induit cet effet mitogénique.
Les rats IC injectés avec du 5’Bromodeoxyuridine (BrdU) ont confirmé la
présence de remodelage pulmonaire par l’épaississement des septa alvéolaires et
d’une augmentation significative de l’incorporation de BrdU. La réponse
mitogénique à l’ET-J chez les IC était significativement moins élevée que pour les
MYfs de rats sham. Cet effet était accompagné d’une diminution de la production
d’ET-l et de l’expression d’ETA-R et d’ET-R par les MYFs IC.
CONCLUSION : Nos résultats démontrent que les deux récepteurs régulent la
prolifération des myofibroblastes pulmonaires et suggèrent aussi la possibilité d’une
interaction entre les deux récepteurs. Nous avons également confirmé une régulation
à la baisse du système de l’ET-l dans les MYFs pulmonaires de rats souffrant d’IC.




BACKGROUND: Congestive heart failure (CHf) is characterized by the thickening
ofthe alveolar septa and myofibroblast (MYF) proliferation. Endothelin-1 (ET-l), a
putative mitogen for MYF, is increased in CHF and may contribute to lung
remodelling by directly promoting MYF proliferation. We therefore investigated the
role of ET-1 and its receptors (ETA-R and ETB-R) on isolated normal and CHf rat
lung MYF.
METHODS AND RESULTS:
The proliferative effect of ET-1 (lOnM) was measured by the incorporation of
[3H]-leucine and [3H]-thymidine. Selective ETA-R blockade (BQ-123) or selective
ETB-R blockade (BQ-7$8) did not inhibit proliferation or protein synthesis.
flowever, the combination of both antagonists completely abolished the proliferative
effect of ET-1. Surprisingly, in basal conditions, selective ET-R antagonists alone
induced a significant increased of MYF proliferation. However, the presence of
both ET-R antagonists alone didn’t induce this proliferation.
CHF rats injected with BrdU demonstrated lung remodelling with thickening of
the alveolar septa and significant increase in BrdU uptake. The mitogenic response
to ET-l in CHf was significantly Iess than for sham rats. This effect was associated
with a signiflcantly Iower production of ET-1 and a reduced expression of ETA-R
and ET3-R CHF MYF.
CONCLUSION: Our findings indicate that both the ETA-R and the ETB-R are
implicated in the proliferation of lung MYF proliferation and suggest a possible
cross-talk between the receptors. We also conflrmed a down-regulation ofthe ET-1
system in CHF MYF which could be a protective response to a chronic exposure to
high level of ET-1.
Keywords: Endothelin-1, myoflbroblasts, lung, congestive heart failure, receptors
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L’ endothéline (ET-1), considérée comme un médiateur autocrine/paracrine
vasoactif de 21 acides aminés, a été découverte en 198$ par le groupe de Yanagisawa
à partir de cellules endothéliales aortique porcines. L’ET-l est l’un des plus puissant
vasoconstricteur connue jusqu’à aujourd’hui (1). On le retrouve sous trois isoformes
soit ET-1, ET-2 et ET-3 encodées par 3 gènes indépendants. Les trois isoformes
possèdent deux ponts disulfures, une queue hydrophobe dans la portion C-terminale
et une portion N-tenninale qui diffère selon les isoformes. L’ET-l est celle qui est la
plus étudiée, la plus puissante des trois et la plus abondante. L’ET-2 est retrouvée
surtout dans les tissus rénaux et au niveau de l’intestin, tandis que l’ET-3 se retrouve
surtout dans le système nerveux central et au niveau des reins (Figure 1) (2). L’ET-l
peut-être activée par différents agonistes incluant la thrombine, l’adrénaline, le TGF
f3 (transforming growth factor), l’ionomycin, le phorbol ester, l’angiotensine Il, la
vasopressine et le stress (1, 3, 4). Par contre, la sécrétion d’ET-l peut-être inhibée
par le monoxyde d’azote, le facteur natriurétique de l’oreillette (ANP), la
prostacycline et la bradykinine (Figure 2) (5).
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1.1.1 Rôles Physiologique de l’ET-l
L’ET-l peut induire une importante vasoconstriction vasculaire par
l’activation de la phospholipase C (PLC) fixée aux parties internes des récepteurs.
Cette enzyme catalyse la dégradation de certains phospholipides de la membrane
cellulaire, en particulier le phosphatidyl-inositol bisphosphate (PI?2) qui va se
dégrader en deux seconds messagers différents, l’inositol trisphosphate (1P3) et le
diacylglycérol (DAG). L’1P3 ve mobiliser le calcium contenu dans le réticulum
endoplasmique. Ainsi, par l’intermédiaire de ce second messager, les ions calcium
vont induire la contraction cellulaire. L’ET-l est aussi impliquée dans le maintient
de l’homéostasie cardiovasculaire par le contrôle du tonus vasculaire basal (7). Elle
augmente également la pression sanguine de manière dose dépendante et contrôle
plusieurs aspects de la fonction rénale. Elle permet d’augmenter la résistance
vasculaire, de diminuer le flux sanguin rénale et la filtration glomérulaire (8, 9). En
plus de son activité vasoconstrictrice sur les cellules musculaires lisses, l’ET-l
stimule la synthèse de collagène, la contraction et le chimiotactisme (10-12). L’ET-l
possède également une activité pro-mitogénique induisant ainsi la prolifération de
différents types cellulaires tels que les cellules musculaires lisses, les cellules
endothéliales et les fibroblastes (13, 14). Elle induit aussi la sécrétion de plusieurs
substances comme l’aldostérone. la vasopressine, l’angiotensine 11 et I’ANP et est
aussi impliquée dans le développement foetal et dans le processus de guérison (15-
17).
1.1.2 Biosynthèse et Dégradation
Le précurseur de chacune des trois isoformes est encodé chez l’humain par
des gènes distincts : préproendothelin-1 (préproET-1) se retrouve dans le
chromosome 6p23-24, préproET-2 dans le chromosome 1p34 et préproET-3 dans le
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chromosome 20q13.2-13.3 (1$, 19). Les préproET, composées d’environ 200 acides
aminés, sont clivées par des endopeptidases dibasiques de type furine spécifiques.
Ce clivage protéolytique produit un peptide intermédiaire d’environ 40 acides
aminés, la big ET (ET-l, ET-2 ou ET-3) (20). In vivo, big ET-1 a 1% de l’activité
contractile de la forme mature de 1’ET-l. La big ET-1 et la big ET-2 sont
hydrolysées en ET-1 et ET-2 matures au niveau du site Tryptophane-Valine par l’une
des multiples enzymes de conversion de l’endothéline (ECE). Pour ce qui est de la
big ET-3, elle est clivée au niveau du site Tryptophane-Isoleucine par une ECE. Les
ECEs font partis de la famille des métalloendopeptidases membranaire zinc
dépendante qui comprend aussi l’endopeptidase-24.11 neutre (NEP) et la protéine
associée au groupe KelI (21). Elles possèdent toutes un domaine cytoplasmique très
court, un simple domaine transmembranaire et un domaine N-terminal très large qui
contient le site actif de l’enzyme.
L’ECE-l qui est encodée dans le chromosome 1p36 se retrouve sous quatre
isoformes: ECE-la, ECE-lb, ECE-Ic et ECE-ld (22, 23). Les différentes isoformes
dérivent du même gène par des promoteurs alternatifs et ont une distribution distincte
entre les tissus et les cellules. L’ARNm d’ECE-lc est la plus prédominante et se
situe comme ECE-la et ECE-ld au niveau de la surface cellulaire. ECE-lb se
retrouve au niveau intracellulaire et co-localise avec des marqueurs pour l’appareil
de golgi (24). La plus grande concentration d’ARNm d’ECE-2 est retrouvée au
niveau des tissus neuronaux et son activité maximal se retrouve à un pH
anormalement acide, pH = 5.5 (25). ECE-J et ECE-2 sont très spécifiques pour la
big ET-1 mais pas pour la big ET-2 ou la big ET-3. L’ECE-3 est reconnue pour son
affinité plus élevée pour la big ET-3 que pour la big ET-1. De plus, la masse
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moléculaire de l’ECE-3 (140 kDa) est plus élevée que celle de l’ECE-l et de l’ECE
2 (130 kDa) (26).
Il a été démontré que le phosphoramidon protège partiellement l’inactivation
de l’ET-l à l’aide d’une peptidase présente dans l’homogénat de plusieurs organes et
dans la fraction membranaire des reins et des poumons. Étant donné que le
phosphoramidon est un inhibiteur spécifique de la NEP localisée au niveau
membranaire de plusieurs types cellulaires, il a été conclu que la NEP jouait
probablement un rôle dans l’inactivation de l’ET-l (27). En effet, il a été démontré
par le groupe de recherche de Vii ayaraghavan que l’ET-l était hydrolysée par la NEP
et que la voie d’hydrolyse de l’ET-l variait selon la structure de l’ET-l (2$).
1.1.3 Clairance de I’ET-l
Les organes responsables de la clairance de l’ET-l comprennent les reins, le
foie et les poumons (29). Comme plusieurs autres peptides, il a été démontré que la
clairance de l’ET-l était exclusivement régulée par l’un de ses récepteurs. En effet,
deux études ont démontré le rôle exclusif du récepteur ETB dans la clairance de l’ET
I circulante. Le groupe de recherche de fukuroda a démontré chez le rat que le
récepteur ET3 joue un rôle important dans la clairance rapide de l’ET-l dans la
circulation sanguine. En inhibant le récepteur ETB par infusion intraveineuse d’un
antagoniste spécifique pour ce récepteur, BQ-78$, ils ont significativement inhibé
l’extraction d’[’251]ET-1 par les poumons et les reins et ont également bloqué la
vitesse de clairance de l’ET-I. De plus, dans le modèle de poumons isolés ils ont
prouvé que $0% de l’[1251]ET-1 est captée par les poumons lors d’un seul passage et
que l’ajout de l’antagoniste BQ-788 diminue significativement cette captation par les
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poumons (29). Une autre étude faite chez le chien a démontré le rôle important des
poumons dans la clairance de l’ET-l en prouvant que le poumon était capable
d’extraire jusqu’à 31 + 8% de l’ET-l circulante lors d’un seul temps de transit
pulmonaire. De plus, ils ont démontré que la clairance de l’ET-l était complètement
régulée par le récepteur ET8 par le fait qu’un traitement avec un antagoniste
spécifique pour le récepteur ET8, BQ-78$, a complètement inhibé la clairance
pulmonaire et qu’un traitement avec un antagoniste spécifique pour le récepteur ETA
n’a eu aucun impact sur cette clairance (30). Comme d’autres peptides tel que l’Ang
11 et l’ANP, il est très probable que l’ET-1 circulante se lie à son récepteur ET8 et
soit intemalisé dans la cellule par endocytose.
1.1.4 Sécrétion de I’ET-l
La majorité de l’ET-l synthétisée est relâchée au niveau basolatéral de la
cellule (80%) vers le muscle lisse tandis que 20% est relâchée dans la circulation
sanguine. La concentration d’ET-l est environ 100 fois plus élevée au niveau
tissulaire que plasmatique ou interstitielle.(2, 31) Dans les cellules eucaryotes, les
protéines destinées à la sécrétion extracellulaire sont transportées vers la surface soit
par la voie constitutive ou soit par la voie régulée (32). Le choix de la voie de
sécrétion des protéines se fait au niveau du réseau trans-Golgi où les protéines sont
condensées et enveloppées dans soit des vésicules de sécrétions constitutives ou soit
dans des granules de sécrétions immatures (33, 34). La sécrétion de protéines par la
voie régulée peut être contrôlée par différents stimuli externes qui permettent une
sécrétion rapide de la protéine à une concentration élevée. La voie constitutive est
par contre un processus continu se produisant à un taux constant, régulée
majoritairement au niveau de la biosynthèse de la protéine. À l’état basal, les
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cellules endothéliales relâchent Ï’ET-l continuellement par la voie constitutive.
Cette production endogène continuel d’ET-l contribue donc au maintient du tonus
vasculaire. Le tonus vasculaire est maintenu à l’aide d’agents vasoconstricteurs tels
que l’ET-l et à l’aide d’agents vasodilatateurs tel que le NO (35). Comme plusieurs
autres peptides tel que le facteur von Willebrand, l’ET-l peut-être aussi
emmagasinée dans des corps de Weibel-Palade afin d’être relâchée rapidement en
réponse à un stimuli externe tel que mentionné précédemment. Ces corps de Weibel
Palade contient l’ET-l, la big ET-l et l’ECE, permettant ainsi l’hydrolyse de ta big
ET-1 à l’intérieur de ses corps et le stockage de I’ET-l (20, 36).
1.1.5 Récepteurs de I’ET-l
Chez l’humain, deux récepteurs pour l’ET-l ont été clonés ETA-R et ETB-R
(37). Ces deux récepteurs possèdent de l’homologie avec d’autres récepteurs de la
super famille de la rhodopsine. Ils sont composés de sept passages
transmembranaires et sont couplés aux protéines-G. Le récepteur ETA d’humain est
encodé dans le chromosome 4, contient 427 acides aminés et se lie fortement à l’ET
I et l’ET-2 tandis qu’il a une affinité moindre pour l’ET-3 Pour ce qui est du
récepteur ETB, il est encodé dans le chromosome 13, possède 442 acides aminés et se
lie fortement avec une affinité égale pour les trois isoformes de l’ET. Le clonage des
récepteurs ETA-R et ET8-R a révélé une homologie à 60% entre les deux récepteurs.
Les effets biologiques des récepteurs de l’ET-l (rET-1) varient selon le nombre
relatif de la population de chaque récepteur et selon le tissus ou l’organes où ils sont
exprimés. L’expression d’un récepteur peut être régulée et ceci est spécifique à
chaque récepteur. Par exemple, la cyclosporine induit au niveau des reins une
augmentation de l’expression du récepteur ETB tandis qu’elle n’affecte pas
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l’expression du récepteur ETA (38, 39). Les deux types de récepteurs à l’ET-l sont
exprimés dans plusieurs types cellulaires. On retrouve le récepteur ETA au niveau
des cardiomyocytes, des fibroblastes, des hépatocytes ainsi que sur les neurones. On
peut également le retrouvé au niveau des glomérules rénales et dans plusieurs
vaisseaux cérébraux. Le récepteur ETB est retrouvé dans les cellules du tubule rénal
collecteur et sur certains neurones. Par ailleurs, les deux types de récepteur se
retrouvent au niveau des oreillettes et des ventricules (40).
1.1.5.1 Récepteurs vasculaires de l’ET-l
La distribution des récepteurs ETA et ETB dans la circulation pulmonaires
chez l’humain varie selon le diamètre des vaisseaux: plus le diamètre du vaisseau
diminue, plus la proportion du récepteur ETB augmente (41). Le récepteur ETA
prédomine au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires chez la plus part des
espèces et n’est pas présent au niveau des cellules endothéliales. En général, le
récepteur ETA induit la vasoconstriction, la prolifération cellulaire et la déposition de
matrice extracellulaire. Le récepteur ETB présent au niveau de la cellule musculaire
lisse induit une vasoconstriction tandis qu’au niveau des cellules endothéliales, le
récepteur ETB possède une double fonction. En effet, il induit soit à une
vasodilatation par la relâche de prostaglandine et de NO permettant ainsi d’inhiber
l’effet vasoconstricteur et proliférateur de l’ET-l par le récepteur ETA ou soit
potentialise la vasoconstriction des vaisseaux par la relâche de thromboxane A2
(f igure 3) (42). Certaines études ont démontré chez certains tissus de certaines
espèces que le récepteur ETB pouvait induire la prolifération cellulaire et la
vasoconstriction (43, 44).
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Figure 3 Biologie de l’ET-l et de ses récepteurs au niveau de la cellule
endothéliales et musculaires lisses
1.1.5.2 Récepteurs à I’ET-l dans les poumons
Il est maintenant bien établi que l’ET-l peut moduler les fonctions de
plusieurs types cellulaires situés dans les poumons. Ces effets sont induits via la
stimulation des récepteurs ETA et ET, qui sont largement distribués distinctivement
dans les poumons. Les cellules musculaires tisses, tes nerfs parasympathiques ainsi
que les cellules épithéliales des voies aériennes chez l’humain expriment les deux
récepteurs. Leurs fonctions sont résumées dans le tableau I. L’ET-l possède
également un rôle pro-inflammatoire dans les poumons exerçant différents effets sur
plusieurs cellules résidentes et non-résidentes des voies aériennes, incluant les
macrophages, les éosinophiles, tes neutrophiles et les fibroblastes (45). Chez
l’humain l’activation des macrophages par t’ET-l provoque la production de
cytokines comme le facteur de nécrose tumorale (TNF-x) ainsi que la sécrétion
d’anions superoxydes et de fibronectine (46, 47). Les récepteurs à l’ET-l sont
22
également exprimés chez les cellules épithéliales alvéolaires et les cellules
endothéliales des capillaires alvéolaires.
Tableau I: fonctions des récepteurs ETÀ et ET dans les poumons
Types cellulaires ETA ETB
Cellules musculaires Prolifération (48) Contraction (49-51)
lisses des voies aériennes Contraction (49-51)
Nerfs parasympathiques facilite neurotransmission facilite neurotransmission
(rat, souris, lapin) chez l’humain




1.1.6 Voies de signalisation intracellulaire
Les récepteurs ETA et ET peuvent se coupler à différentes protéines G telles
que Gus, Gui et Guq. selon le type cellulaire où ils se retrouvent. L’ET-l induit la
contraction des cellules musculaires lisses par l’activation de la phospholipase C
(PLC) qui est probablement activé par Guq. La PLC va par la suite hydrolyser le
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en deux sous-produits, soit l’JP3 et le
DAG. L’1P3 va par la suite difuser vers la surface du réticulum endoplasmique et se
lier à un récepteur particulier, une conductine à calcium composée de quatre
protomères identiques pourvus chacun d’un site de fixation pour l’1P3. Chaque
protomère comporte un domaine C-terminale qui traverse deux fois la membrane et
Fensemble des domaines transmembranaires des quatre protomères constitue le
tunnel à Ca2. La liaison de l’1P3 à son récepteur provoque alors l’ouverture du
tunnel peremettant aux ions Ca2 de passer du réticulum endoplasmique au
cytosol.(54, 55) Ainsi, par l’intermédiaire de ce second messager, les ions calcium
seront rapidement libérés dans le cytoplasme représentant la phase transitionnelle de
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la contraction.(56) La phase soutenue de la contraction cellulaire est occasionnée par
un influx de Ca2 extracellulaire par l’entremise de canaux calciques à voltage
dépendant. Suite à son activation, le DAG active la PKC qui va par la suite
phosphoryler directement ou indirectement les canaux K. La phosphorylation des
canaux K provoque leur inactivation et induit ainsi une dépolarisation de la cellule.
La dépolarisation de la cellule entraîne alors l’activation des canaux calciques
voltage dépendants de type L. L’ouverture de ces canaux calciques apporte donc une
augmentation soutenue de Ca2. Cette augmentation intracellulaire de Ca2 permet
ainsi d’induire la contraction cellulaire. Il a aussi été démontré que trois types de
canaux calciques à voltage indépendant peuvent être impliqués dans la mobilisation
du calcium tels que les canaux cationiques non sélectifs (NSCC-l et NSCC-2) ainsi
que l’activation des canaux chlore (CF) par le calcium (Figure 4) (57, 58).
Figure 4 : Le mécanisme de l’ET-l induisant la vasoconstriction (58)
L’ET-l peut aussi activer au moins trois autres voies intracellulaires








la MAPK, mais I’ET-l peut aussi activer la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/AKT. Les PKCs et les MAPKs possèdent différents rôles dans la cellule.
Elles régulent la croissance cellulaire, la division cellulaire, les réactions cellulaires
lors de stress cytotoxique et régulent la survie cellulaire. Les PKCs peuvent aussi
réguler les mouvements ioniques et la contractilité cellulaire. La voie PI3KJAKT
contrôle la synthèse protéique et la survie cellulaire. Les 3 voies des MAPKs sont la
voie d’ERKI/2, JNK et de p38.
L’ET-l active la voie d’ERK 1/2 par l’activation de la PKC qui va amener
l’activation de Ras. Ras est une protéine liée à la membrane plasmique qui est
biologiquement inactive. L’échange de son GDP en GTP permet à Ras de se
transformer en sa forme active et ainsi permet à c-Raf de se lier et de se translocaliser
vers la membrane plasmique. Cette transiocation de c-Raf à la membrane plasmique
permet d’augmenter son activité kinase protéique. C-Raf va alors activer MEK1 et





L’Activation de la voie de JNK et de p38 commence par différente MAPK
kinase kinase dont deux protéines G provenant de la sous-famille de Rho (Rac et
Cdc42). Les MAPK Kinase pour ses cascades sont MKK4/MKK7 pour JNK et
MKK3/MKK6 pour p38. JNK va alors phosphoryler c-Jun tandis que p38 va aller
phosphoryler et activer la protéine active MAPK- «activated protein kinase-2» qui va
par la suite phosphoryler la petite protéine à choc thermique Hsp25/27 (Figure 6 et 7)
(63, 64).































L’activation de la voie intracellulaire de PI3K par l’ET-l peut promouvoir la
survie cellulaire en inhibant l’apoptose. Elle est donc devenue une voie
intracellulaire très intéressante et de plus en plus étudiée. La PI3K peut être activée
par soit Gaq ou RAS. L’évènement initiateur de cette cascade est la phosphorylation
de PtdInsP2 en PtdInsP3 par la PI3K. Comme le DAG, PtdInsP3 reste au niveau
membranaire où il active une protéine kinase PtdInsP3-dépendante qui par la suite
phosphoryle et active AKT. AKT est impliqué dans la stimulation du cycle cellulaire
par une augmentation de cycline D et p21 et dans l’inhibition de l’apoptose par Bcl2
un membre de la famille de BAD (65, 66).
1.2 Circulation Pulmonaire
La circulation pulmonaire amène le sang veineux, pauvre en oxygène, au
contact des alvéoles pulmonaires afin de le réoxygéner totalement et éliminer le gaz
carbonique en excès. Elle s’effectue à partir du tronc pulmonaire qui naît du
ventricule droit et se subdivise en artères pulmonaires droite et gauche et en un grand
nombre de branches, se ramifiant elles-mêmes en une multitude de capillaires qui
entourent les alvéoles. C’est là que l’échange d’oxygène et de gaz carbonique
s’effectue entre le sang et l’aire alvéolaire. Après s’être réoxygéné, le sang regagne
le coeur par des veinules, des veines, puis en quatre grosses veines pulmonaires qui se
jettent dans l’oreillette gauche (Figure 8) (67).
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La circulation pulmonaire est un système à basse pression et à haute
compliance. Dans la circulation pulmonaire, le débit sanguin présente plus d’une
particularité. Les artères et les artérioles pulmonaires ont une structure semblable à
celle des veines et. des veinules, c’est à dire qij’elles ont des parois minces et un
I
Figure $ t La circulation sanguine intra-pulmonaire (6$)
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diamètre élevés. Comme elles opposent peu de résistance â l’écoulement, il faut
moins de pression pour propulser le sang dans le système artériel pulmonaire. Par
conséquent, la pression artérielle est beaucoup plus basse dans la circulation
pulmonaire que dans la circulation systémique. En effet, ta pression maximale dans
l’artère pulmonaire ne dépasse pas normalement 25 millimètres de mercure (mm de
Hg) comparativement à celle systémique qui est d’environ 120 mm de Hg.(56, 67)
De plus, le mécanisme autorégulateur est inversé dans la circulation
pulmonaire, c’est-à-dire qu’une faible concentration d’oxygène cause la
vasoconstriction des artérioles tandis qu’une forte concentration provoque une
vasodilatation. Ce phénomène est parfaitement conforme à la fonction d’échange
gazeux. Quand les sacs alvéolaires sont remplis d’air riche en oxygène, les
capillaires pulmonaires se gorgent de sang et sont prêts à recevoir l’oxygène. Si les
sacs alvéolaires sont affaissés ou obstrués par du mucus, la concentration d’oxygène
baisse dans la région et le sang la contourne. La surface total d’échange gazeux entre
les alvéoles et les capillaires est d’environ 50 à 70 m2. Une couche très mince
d’endothélium vasculaire et d’épithélium alvéolaire sépare Je sang et les gaz
alvéolaires : la barrière alvéolo-capillaire. La perméabilité de cette barrière dépend
entre autre de la pression intra-vasculaire et de la pression intra-alvéolaire.
Normalement, le système circulatoire permet l’échange d’eau et de nutriments à
travers la parois des vaisseaux, grâce à un équilibre subtil entre les forces de la
pression hydrostatique (tendant à faire sortir les liquides hors du vaisseau) et celles
de la pression oncotique (liée aux protéines tendant à retenir les liquides à l’intérieur
du vaisseau) Loi de Starling. La loi de starling peut être expliqué par l’équation
suivante
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K[(P + it) — (P +
Q mouvement des liquides à travers les capillaires
K Constante de filtration de la membrane capillaire
P= Pression hydrostatique des capillaires
Pression oncotique interstitiel
P = Pression hydrostatique interstitiel
Pression oncotique plasmatique
Lors de conditions pathologiques, comme par exemple lors d’insuffisance
ventriculaire gauche, la pression hydrostatique des capillaires pulmonaires peut
excéder la pression oncotique plasmatique. Afin de maintenir l’oxygénation normale
du sang, un remodelage des parois alvéolaires peut être déclenché. Ce remodelage
est caractérisé par un important épaississement des parois alvéolaires permettant de
réduire le coefficient de perméabilité (K) et ainsi prévenir la sortie du plasma vers les
alvéoles. Lorsque ce remodelage pulmonaire ne pourra plus compensé pour
l’augmentation de la pression hydrostatique des capillaires, une oedème pulmonaire
se crée, compromettant ainsi les échanges gazeux pulmonaires.(56, 67)
L’oedème pulmonaire est le plus souvent d’origine hémodynamique, lié à une
augmentation des pressions hydrostatique capillaires pulmonaires et constitue un
trouble respiratoire parfois grave représentant un motif fréquent d’hospitalisation
chez les sujets atteints. Ceci peut être due à une cardiopathie, à une poussée
d’hypertension artérielle systémique, ou encore à une surcharge volémique
plasmatique. Plus rarement, l’oedème pulmonaire peut être due à une altération de la
perméabilité des capillaires pulmonaires en relation avec des agents infectieux (virus
de la grippe, certaines bactéries), toxiques ou par prématurité de développement
pulmonaire. Cet oedème pulmonaire à haute perméabilité constitue le symptôme de
détresse respiratoire adulte ou du nouveau né (67, 69).
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1.3 L’ET-l et pathologies cardiovasculaires
Lors de plusieurs pathologies cardiovasculaires il a été démontré que les
niveaux circulants d’ET-l sont augmentés, incluant l’insuffisance cardiaque,
l’hypertension artérielle systémique et l’hypertension pulmonaire de toute étiologie.
Un niveau élevé d’ET-l peut contribuer à la formation excessive de fibrose, à une
augmentation de la perméabilité vascu)aire et de la pression artérielle ainsi qu’à la
prolifération et l’hypertrophie cellulaire. De plus, l’ET-l jouerait aussi un rôle dans
la fibrose pulmonaire idiopathique, l’asthme et la sclérodermie (70, 71). Différents
modèles animaux, ont démontré l’efficacité d’un traitement avec différents
antagonistes des récepteurs à l’ET-l suggérant ainsi l’implication de l’ET-l dans le
développement et le maintient de ces pathologies.
1.3.1 Insuffisance Cardiaque
L’insuffisance cardiaque (1C) est un syndrome chronique résultant de
complications diverses. Elle peut toucher le ventricule droit, le gauche ou être bi
ventriculaire. LIC peut entre autres être consécutive à une hypertension artérielle, à
une valvuÏopathie, à une cardiopathie congénitale ou à une cardiopathie ischémique.
Initialement, le coeur s’adapte morphologiquement par une dilatation du ventricule
gauche excentrique par la sarcomogenèse en série. Cependant, lorsque ces
mécanismes compensatoires sont dépassés, l’insuffisance cardiaque s’installe. L’JC
gauche résulte fréquemment en une congestion sanguine pulmonaires pouvant
induire un important remodelage pulmonaire pouvant conduisant ainsi à
l’hypertension pulmonaire veineuse. LIC gauche peut par la suite se compliquer à
une insuffisance ventriculaire droite et ainsi créer une insuffisance cardiaque globale.
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L’IC est aussi accompagnée d’une augmentation généralisée de la résistance
vasculaire systémique résultant à l’activation de mécanismes neuro-hormonaux
divers. Des études expérimentales ont démontré que différents facteurs comme les
substances endogènes, l’angiotensine ou la norépinephrine peuvent stimuler le
processus biologique associé au remodelage cardiaque. Ces neurohormones
participent donc au remodelage cardiaque, à l’hypertrophie cellulaire, Ï’apoptose et
l’altération de la matrice extracellulaire. De plus, leur rôle dans la progression de
l’IC a été cliniquement démontré par l’efficacité d’agents pharmaceutiques tels que
les vasodilatateurs, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine, les
antagonistes f3-adrénergique et les antagonistes de l’aldostérone (72).
En général, deux évidences permettent de supporter le rôle
pathophysiologique de l’activation de l’endothéline lors d’IC. Premièrement, de
multiples études ont démontré une augmentation de l’expression des niveaux de
l’ET-l tissulaire et plasmatique tant dans les modèles animaux que chez des patients
souffrant d’IC. Deuxièmement, plusieurs études pré-cliniques ont démontré le rôle
bénéfique de l’administration de différents antagonistes des récepteurs à l’ET-l.
L’augmentation des niveaux circulants d’ET-l a été rapportée pour la
première fois dans le modèle canin d’IC par sur-stimulation électrique (73). Dans ce
modèle d’IC induite par infarctus du myocarde chez le rat, l’expression de l’ARNm
de préproET-1 est significativement augmentée tant dans le coeur que dans les
poumons (74-77). Dans le poumon, l’augmentation de l’expression de l’ARNm de
préproEl-1 a été observé au niveau de cellules inflammatoires et épithéliales des
voies respiratoires (77). Des altérations dans l’expression des rET-l ont aussi été
rapportées. Dans les poumons de rats souffrant d’IC, une diminution de l’ARNm
d’ET mais pas d’ETA a été noté, suggérant ainsi que la réduction de la clairance de
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l’ET-l pourrait en partie contribuer à cette augmentation plasmatique de l’ET-l lors
d’IC.(7$, 79)
Comme dans les études pré-cliniques, plusieurs investigateurs ont rapporté
une augmentation du niveau plasmatique de l’ET-l chez des patients souffrant d’IC
(80-82). De plus, l’augmentation des niveaux circulant d’ET-l corrèle avec la
détérioration de la classe fonctionnelle de l’association du coeur de New York et
l’augmentation de la résistance vasculaire pulmonaire ($3-$5). L’activation du
système de l’ET-J lors d’IC contribue aussi à la constriction rénale et la rétention de
sodium par les reins. Il y a maintenant plusieurs études supportant l’effet bénéfique
sur les reins lors d’un traitement avec soit un antagoniste spécifique pour le récepteur
ETA ou soit avec un antagoniste pour l’ECE ($6).
Les antagonistes de l’ET-l ont été démontrés efficaces dans divers modèles
animaux souffrant d’IC. Le groupe de Mulder a démontré que chez des rats
souffrants d’JC, un traitement à long terme avec le bosentan, antagoniste non-sélectif
des récepteurs à l’ET-l, réduisait la pression artérielle et le rythme cardiaque tout au
long du traitement qui dura 9 mois. En plus, après 2 ou 9 mois de traitement, le
bosentan avait réduit la pression télé-diastolique ventriculaire gauche, avait
augmenté la contractilité ainsi que réduit l’hypertrophie et la fibrose de la section non
infarcie du ventricule gauche et diminué la dilatation ventriculaire. Cette étude
démontre donc qu’un traitement à long terme avec un antagoniste à l’ET-l augmente
considérablement la survie dans ce modèle de rat IC ($7). Le groupe de recherche de
Moe a étudié l’effet d’un antagoniste spécifique au récepteur ETA, LU 135252, dans
le modèle de chien avec sur-stimulation cardiaque. Ils ont rapporté que le blocage du
récepteur ETA atténuait significativement l’augmentation de la pression télé
diastolique ventriculaire gauche et la pression artérielle pulmonaire. Ce traitement a
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aussi inhibé la baisse du débit cardiaque ainsi que l’augmentation de la résistance
vasculaire pulmonaire et systémique ($8).
La reconnaissance de l’ET-l comme étant une cible importante dans la
pathogenèse de l’IC et les effets bénéfiques des antagonistes des rET-1 lors de
modèles expérimentales a encouragé l’investigation rapide de ces agents chez des
patients souffrants d’IC. Plusieurs études à court terme ont confirmé une
amélioration des valeurs hémodynamiques des patients souffrant d’IC suivant
l’administration d’antagonistes des rET-J permettant ainsi l’élaboration d’essais à
long terme ($9-93). L’efficacité clinique de l’administration chronique
d’antagonistes des rET-l chez des patients souffrants d’IC a été investigué par quatre
importantes études cliniques: REACH-1, ENCOR, ENABLE et EARTH (94-97).
Cependant, les promesses suggérées par les essais pré-cliniques non pas été atteintes
lors des études cliniques à long terme chez les patients souffrant d’IC. Cette
disparité peut être expliquée par soit un mauvais dosage des différents antagonistes
ou soit par le fait que ces études avaient ciblé une population trop large de patients
souffrant d’IC. Néanmoins, il n’est toujours pas certains qu’une autre étude clinique
sera réalisée dans le futur prochain chez des patients souffrant d’IC.
1.3.2 Hypertension pulmonaire
L’hypertension pulmonaire (HTP) est définie comme étant une augmentation
de la pression sanguine dans l’artère pulmonaire suite à différentes pathologies. La
pression systolique artérielle pulmonaire est d’approximativement 25 mmHg. On
définit une HTP légère lorsque la pression systolique pulmonaire se situe entre 26 et
35 mmNg, modérée lorsqu’elle se situe entre 36 et 45 mmHg et sévère lorsqu’elle se
situe au dessus de 45 mmHg. L’organisation mondiale de la santé (OMS) a classifié
l’hypertension pulmonaire en 5 groupes selon l’étiopathologie (Tableau 11).
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Tableau II : Classification de l’hypertension pulmonaire par l’OMS(98)
Table L The Revised World Health Orpnization Classification ofPutmonary
Hypertension.*
Group I. Pulmonary arterial hypertension
Idiopathic (primary)
Familial
Related conditions: collagen vascular disease, congenitai systemic
to-pulmonary shunts, portai hypertension, H1V infection, drugs
and toxins (e.g., anorexigens, rapeseed oh, L.tryptophan, metham
phetamine, and cocaine); other conditions: thyroid disorders, giy
cogen storage disease, Gaucher’s disease, hereditary hemorrhagic
telangiectasia, hemoglobinopathies, myeloproliferative disorders,
spienectomy
Associated with significant venous or capillary involvement
Pulmonary veno-occlusive disease
Puimonary-capiiiary hemangiomatosis
Persistent puimonary hypertension ofthe newborn
Group Il. Pulmonaryvenous hypertension
Left-sided atrial or ventricular heart disease
Left-sided valvular heart disease
Group III. Pulmonary hypertension associated with hypoxemia




Chronic exposure to high altitude
Developmentai abnormalities
Group IV. Pulmonary hypertension due to chronic thrombotic disease, embol.
k disease, or both
Thromboemboiic obstruction ofproximai pulmonary arteries
Thromboemboiic obstruction ofdistal pulmonary arteries
Pulmonary emboliam ftumor parasites, foreign materiai)
Group V. Miscelianeous
Sarcoidosis, puimonary Langerhans’-ceii histiocytosis, Iymphangio
matosis, compression ofpuimonary vesseis (adenopathy, tumor,
fibrosing mediastinitis)
L’HTP veineuse, la forme d’hypertension pulmonaire la plus répandue, est
consécutive à une autre anomalie d’origine cardiaque tel que l’IC. L’HTP cause
plusieurs changements morphologiques tant au niveau de la circulation pulmonaire
qu’au niveau des parois alvéolaires. Les principaux changements vasculaires lors
d’HTP sont la vasoconstriction, la prolifération des cellules musculaires lisses et
endothéliales et la thrombose (98). Des analyses de coupes de poumons par
immunohistochimie et par microscopie à électron ont révélé la présence d’un
important remodelage pulmonaire caractérisé par un épaississement des parois
alvéolaires avec prolifération myofibroblastiques (péricytes) et déposition de
collagène, élastine et de matrice extracellulaire (99, 100). Ces changements
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contribueraient donc aux adaptations physiologiques du poumon permettant ainsi de
prévenir la formation d’oedème pulmonaire: Loi de Starling. Cependant,
l’épaississement des parois alvéolaires est aussi responsable de la réduction de la
diffusion pulmonaire et des échanges gazeux au repos et lors d’exercices chez les
patients souffrant d’IC (101, 102). Ces changements sont présent grâce à la
perturbation de l’équilibre entre les agents vasodilatateurs, vasoconstricteurs, les
inhibiteurs de croissance, les facteurs mitogéniques et les déterminants anti
thrombotique et pro-thrombotique (9$).
La pathogenèse de I’HTP implique plusieurs évènements biologiques. La
dysfonction endothéliale cause une augmentation de la transcription de facteurs
vasoconstrictifs comme l’ET-l et la thromboxane A2 et une diminution de l’activité
de facteurs relaxants tels que le monoxyde d’azote et la prostacycline. Ce
débalancement favorise donc la vasoconstriction, active l’hypertrophie des cellules
musculaires lisses, inhibe l’apoptose, stimule la prolifération fibroblastique et la
déposition de collagène ainsi que l’activation de cytokines pro-inflammatoire et
l’angiogenèse. Plusieurs facteurs de croissances sont augmentés incluant le facteur
de croissance endothéliale (VEGf) et l’angiopoïétine induisant aussi la prolifération
cellulaire. Une défaillance dans la fonction des canaux potassique des cellules
musculaires lisses pulmonaires provoque un influx de potassium et augmente la
concentration intracellulaire de calcium favorisant aussi la vasoconstriction
pulmonaire. L’activation plaquettaire provoque la relâche du facteur de croissance
plaquettaire (PDGf) et de sérotonine dans la circulation. L’augmentation de la
disponibilité de la thromboxane A2 crée un milieu pro-coagulant dans la circulation
pulmonaire. En résumé, la combinaison de la vasoconstriction, la prolifération
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cellulaire, la fibrose, l’angiogenèse et la thrombose contribuent à la progression du
remodelage vasculaire pulmonaire et interstitiel (103).
Plusieurs évidences substantielles provenant de différents laboratoires
signalent l’importance du rôle de l’ET-l dans l’HTP. Les niveaux plasmatiques de
l’ET-l sont augmentés dans l’HTP et les niveaux d’ET-l sont inversement
proportionnels au débit cardiaque (104, 105). En plus de son rôle dans la
prolifération des cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires, l’ET-l peut aussi
induire la chimiotactisme et la prolifération des myofibrobÏastes pulmonaires (10, 11,
106-108). De plus, dans des modèles d’animaux d’HTP, il y a évidence d’une
augmentation de l’ARNm pour prepro-ET-l et ET-1 dans le poumon et de ETA et
ET8 dans les artères pulmonaires et les homogénats de poumon (109-112). De plus,
des preuves indirectes du rôle de l’ET-l dans le remodelage vasculaire pulmonaire
ont été démontré par des expériences avec des antagonistes pour les récepteurs de
l’ET-l et par des inhibiteurs de l’ECE chez des animaux souffrant d’HTP.
1.3.3 Traitements actuel de I’HTP
Il n’y a présentement aucune cure pour l’hypertension pulmonaire. Par
contre, les traitements se sont grandement améliorés depuis la dernière décennie.
Les approches présentement utilisées cibles les différentes conséquences de l’HTP
l’utilisation de vasodilatateurs, d’anticoagulants, d’agents anti-plaquertaires, de
thérapies anti-inflammatoire et de thérapies pour le remodelage vasculaire. La plus
part des agents les plus efficaces ont des effets multiples. Par exemple, le bosentan,
un antagoniste des récepteurs de l’ET-l. est un agent vasodilatateur. anti
inflammatoire ainsi qu’anti-mitogéniques. Les différentes approches thérapeutiques
utilisées pour le traitement de l’hypertension pulmonaire sont résumées dans la figure
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9. De nouveaux agents feront d’ailleurs bientôt leur entrés en Amérique du Nord tel
que le Sitaxsentan, antagoniste spécifique pour le récepteur ETA.
Figure 9 Les différentes approches thérapeutiques pour le traitement de l’IffP (98)
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A moUd pulmonary artenolar system and alveolus are illustrated, witli the sites ofaction ofeach of six major dasses
of agents. Pulmonary vascular smooth-muscle ceils are indicated in orange, platelets in purpie, leukocytes in blue
with pale nuclei, and fibrin as tan strands.
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1.3.4 Antagonistes sélectifs ou non sélectifs pour les récepteurs de l’ET-l lors
d’HTP artérielle
Le débat sur l’utilisation d’un antagoniste spécifique ou non spécifique des
rET-1 pour le traitement de l’HTP artérielle est toujours en cours. Étant donné que
les effets néfastes de la stimulation du récepteur ETA lors d’HTP est sans équivoque
acceptée, le débat est donc centré sur le rôle du récepteur ETB chez les patients
souffrant d’HTP artérielle. Les questions suivantes demeurent donc importantes à
élucider. Premièrement, est-ce que le récepteur ET continue à exercer ces effets
vasodilatateurs, vasoprotecteurs et de clairance lors d’HTP? Deuxièmement, est-ce
que les effets vasoconstricteurs et proliférateurs peuvent être attribués à une
altération ou une modification du récepteur ETB au niveau de la cellule musculaire
lisse vasculaire pulmonaire lors d’HTP? Quel est l’effet net d’une activation du
récepteur ETB chez les patients d’HTP artérielle, étant donné qu’ETa ne possède pas
seulement des effets vasodilatateurs mais également vasoconstricteurs et
proliférateurs? De plus, de récentes études ont démontré la présence
d’hétérodimérisation entre le récepteur ETA et ETB et l’existence d’un «cross talk»
entre les deux récepteurs tant au niveau in vivo qu’in vitro (50, 113-115).
Néanmoins, il y a plusieurs études expérimentales et cliniques démontrant l’effet
bénéfique de ses deux classes de médicaments (116-12]). Afin d’obtenir une analyse
plus définitive du traitement a préconiser, nous devons attendre la publication
d’essais comparatif chez des patients souffrant d’HTP artérielle.
1.4 Myofibroblastes
Les myofibroblastes (MYF) ou péricytes. sont des cellules ubiquitaires
possédant de long prolongement en forme d’étoile. Ils ont été décrits pour la
première fois dans du tissu granuleux lors du processus de cicatrisation comme étant
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des cellules possédant à la fois les caractéristiques des fibroblastes et des cellules
musculaires lisses (122). Les marquages pour la vimentine, desmine et l’actine du
muscle lisse sont les plus souvent utilisés pour l’identification des MYFs in vitro.
Afin de différencier les cellules endothéliales des MYFs, le marquage pour le facteur
VIII est préconisé. Dans le poumon normal, les myofibroblastes se retrouvent en
nombre restreint dans les septa alvéolaires au niveau de la partie dense de la barrière
air-sang. Contrairement aux autres cellules péri-vasculaires, les MYF se retrouvent
au niveau de la lame basale du micro-vaisseau en contact directe avec la lame basale
des cellules endothéliales (123). Des études de microscopie à balayage d’électron
sur des micro-vaisseaux ont révélées la relation morphologique entre les MYF et les
cellules endothéliales (CE). Le contact entre les CEs et les MYFs est fondé par un
processus d’interdigitation du cytoplasme entre le MYF et la cellule endothéliale. Ce
processus est connu sous le nom de jonction «peg and socket». Les MYF et les
cellules endothéliales sont donc capables de transférer des nucléotides ou des
informations entre eux permettant ainsi de coordonner ensemble des activités
physiologiques. Les MYF possèdent plusieurs rôles physiologiques tels que
(Tableau III) (124).
• la régulation de la prolifération et de la différentiation des cellules
endothéliales
• la synthèse et la sécrétion d’une grande variété de facteurs de croissance,
cytokines et de composantes de la matrice extracellulaire (Tableau 1V)
• la régulation de la circulation sanguine dans les capillaires
• la phagocytose
• la régulation de la croissance des capillaires
• implication dans le processus de guérison
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Tableau III : fonctions des myofibroblastes (125)
Tissue ou Organe Fonction
Peau
Tissue granuleux Croissance et différentiation des cellules épithéliales;
cicatrisation
Péricyte Angiogenèse; régulation du débit circulatoire local
Yeux
Myofibroblastes rétinales Angiogenèse et cicatrisation, formation de la matrice
Coeur et péricarde Structure de la valve cardiaque; cicatrisation après infarctus du
myocarde
Reins
Cellules mésangiales Croissance et différentiation glomérulaire, régulation du débit
circulatoire des glomérules
Cellules interstitielles Croissance et différentiation des tubules
Poumon
Cellules interstitielles Formation des alvéoles
contractiles
Tableau IV Résumé des facteurs de croissances, cytokines et médiateurs de
l’inflammation sécrétés par les myoflbroblastes (125)
Cylokines Facteurs de Chémokines Médiateurs inflammatoires
croissances
Il-J TGF-13 IL-8 Phospholipase A2
activati ng protein
Il-6 CSF-J MCP-J PGE2
TNF-u GM-CSf GRO-lu Prostacyclin









En plus de sécréter plusieurs substances et médiateurs, les MYFs expriment
aussi de multiples récepteurs leur concédant ainsi une multitude de fonctions leur
permettant de se proliférer (Tableau V).
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Tableau V : Récepteurs exprimés par les myoflbroblastes (125)
Cytokines Facteurs de Médiateurs Neurotransmetteurs Protéines
croissances inflammatoires et médiateurs d’adhésion
paracrines
IL-1 TGF-a/EGFR Prostaglandine Acetylcholine ICAM- J
IL-IRa TGf-f3 RI ET HETEs Histamine VCAM-l
Ru
TNF-a PDGf-o Sérotonine NCAM
IL-6R PDGf-J3 Bradykinine MCP-1
IL-8R c-kit Endotheline e1 J31integrin
IL-4R aFGf et bfGfR Facteur CD18
natriurétique de
l’oreillette





Les myofibroblastes détiennent aussi un rôle dans la perméabilité vasculaire.
Plus la perméabilité vasculaire est étanche, plus le nombre de myofibroblastes est
élevé. Ainsi, les MYF s se retrouvent en ordre décroissant au niveau de la rétine>
poumon > muscle squelettique > muscle cardiaque > glande surrénale et ainsi de
suite (126).
De plus, les myofibroblastes sont impliqués dans plusieurs pathologies et
jouent souvent un rôle central dans les microvasculopathies. Lors d’hypertension
pulmonaire, sclérodermie ou fibrose pulmonaire idiopathique, il a été démontré que
les MYFs pulmonaires s’hypertrophient et prolifèrent formant ainsi une nouvelle
couche à l’extérieur de la lame basale endothéliale (127-129). Cette hypertrophie et
prolifération des myofibroblastes amènent l’épaississement des septa alvéolaires et
ainsi induit le syndrome pulmonaire restrictif. Les rôles définitifs des MYfs lors de
pathologies ne sont pas complètement établis, mais plusieurs recherches sont en
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cours permettant sûrement d’élucider et de mieux comprendre les fonctions que les
MYFs jouent lors de ces pathologies.
1.5 Justification de l’étude
L’IC secondaire à un infarctus du myocarde est associée à une augmentation
chronique de la pression de remplissage ventriculaire gauche conduisant à l’HTP.
L’HTP est associée à une diminution de la compliance et de la capacité de diffusion
pulmonaire et provoque un important remodelage pulmonaire caractérisé par un
épaississement des septa alvéolaires et d’une prolifération myofibroblastiques. De
plus, le système de l’ET-l est activé lors d’IC et pourrait donc contribuer à ce
remodelage pulmonaire par son action mitogénique sur les myofibroblastes
pulmonaires. Nous avons donc décidé d’élucider les rôles respectifs des récepteurs
ETA et ETB sur la prolifération des myofibroblastes pulmonaires chez le rat normal et
l’impact de l’activation du système de l’ET-l sur les myofibroblastes pulmonaires
chez le rat souffrant d’IC.
Dans un premier projet, nous avons exploré le rôle des récepteurs de l’ET-l
sur la prolifération myofibroblastique pulmonaires par l’entremise d’antagonistes
spécifiques de ses récepteurs. Dans cette étude nous avons de plus évalué
l’implication de deux cascades intracellulaires (PI3K et p38) sur la prolifération de
ces MYfs (Article I).
Dans un deuxième projet, nous avons étudié le système de l’ET-l de
myofibroblastes pulmonaires de rats souffrant d’IC. Nous avons évalué l’effet
mitogénique de l’ET-l, l’expression de ses récepteurs et la synthèse d’ET-l produite
par les MYFs de rats IC (Article 2).
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Nos recherches nous ont donc permit d’évaluer l’implication des récepteurs de l’ET
I sur la prolifération myofibroblastiques et de mieux comprendre le rôle du système
de l’ET-J sur les MYF s pulmonaires lors d’IC.
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2 Matériels et Méthodes
Toutes procédures expérimentales requérant l’utilisation d’animaux furent
réalisées de concert avec les directives et règles d’éthique stipulées par le Conseil
Canadien de Protection des Animaux (CCPA), en plus d’avoir reçu l’approbation
institutionnelle du Comité de Déontologie Animale (CDA) du Centre de Recherche
de l’institut de Cardiologie de Montréal. Les animaux furent manipulés une semaine
suivant leurs arrivées à l’animalerie du centre de recherche afin qu’ils s’acclimatent à
leur nouvel environnement.
2.1 Ligature de l’artère coronaire interventriculaire antérieure (LAD)
La ligature de l’artère coronaire interventriculaire antérieure fut effectuée sur
des rats mâles Wistar (Charles River; St-Constant, Québec) pesant entre 200 à 250g.
Le rat fut premièrement anesthésié à l’halothane 3% dilué dans de l’oxygène pur. il
fut par la suite intubé et maintenue ventilé à un rythme de 70 cycles par minute
(Harvard Apparatus South Natick, MA) avec un volume tidal de 2 ml et une
pression d’expiration de 2 cm d’H20. Après avoir rasé le thorax du rat, une incision
de 1 cm à la base du sternum du côté gauche fut exécutée. La peau ainsi que les plans
musculaires furent écartés et une incision de 5mm perpendiculaire au sternum au
niveau du quatrième espace intercostal fut effectuée. Les côtes furent bien séparées à
l’aide des écarteurs et le rat fut tourné sur le côté droit afin de mieux percevoir le
ventricule gauche. La LAD se situe en dessous de l’oreillette et suit la veine qui a un
aspect rouge vin. Le coeur fut pincé légèrement afin de le soulever et à l’aide d’une
soie de 4.0 montée sur une aiguille atraumatique, la LAD fut ligaturée. À l’aide
d’une soie 2.0 montée sur une aiguille tranchante externe, les côtes furent refermées
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à l’aide de deux ligatures parallèles au sternum. Les muscles furent replacés et
l’ouverture fut brochée. Au réveil, une injection sous-cutanée 0.01 à 0.02 cc de
Bupranex fut réalisée. Le groupe Sham fut soumit aux mêmes manipulations à
l’exception de la ligature de l’artère interventriculaire antérieure.
Lors du sacrifice, 3 semaines suivant la chirurgie, les rats furent anesthésiés
avec un mélange de kétamine (Ketalean, 50 mg/kg; Bimeda-MTC, Cambridge,
Ontario) et de xylazne (Rompun, 10 mg/kg; Bayer, Toronto, Ontario). Après la
vérification de l’anesthésie par le réflexe lingual, 2000 U d’héparine (Hepalean;
Organon Teknika, Toronto, Ontario) fut administré par une injection intrapéritonéale.
La veine jugulaire droite fut isolée, incisée et canulée avec un cathéter Millar (2f
courbé, 140 cm, Inter V medicals, Montréal, Canada) et la tension veineuse centrale
(TVC) ainsi que la pression ventriculaire droite furent mesurées. Par la suite, l’artère
carotidienne gauche fut isolée, incisée et canulée avec un cathéter Millar (2f courbé,
140 cm, Inter V medicals, Montréal, Canada) afin de mesurer la pression artérielle
systémique et la pression ventriculaire gauche. Les mesures furent enregistrées par
un polygraphe GoulU TAI I (Gould Electronics, Valley View, Ohio).
2.2 Isolation des myofibroblastes pulmonaires
Par la suite, la trachée fut isolée et une thoracotomie médiane fut réalisée afin
d’extraire les poumons. Le lobe inférieur droit fut garder afin de mesurer le poids
sec et humide des poumons. Les extrémités des autres lobes furent isolées et rincées
deux fois dans un tampon phosphate pH 7.4 (PBS IX) composé de 137 mM NaC1,
2.7mM KC1, 4.3mM Na2HPO4, 1.4mM KH2PO4. Sous une hotte biologique, les
sections de poumons furent rincées dans du Hank’s Balanced Sait Solution stérile
(HBSS, Gibco, Grand Island. New York), découpées en petits morceaux d’environ 3
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à 5 mm ainsi que rincées une deuxième fois dans du HBSS. Les morceaux de
poumons furent digérés toute une nuit à 4°C sous agitation (Thermolyne, Maxi-Mix
III Type 65800, St-Brooklyn, New York) dans une solution de Trypsin lmg/ml
(Gibco, Grand Island, New York) dilué dans du HBSS. Les poumons furent par la
suite digérés, sous agitation, dans une solution à 37°C de collagènase II lmg/ml
(Gibco, Grand Island, New York) dilué dans du HBSS. Lorsque la solution fut
trouble, elle fut transférée dans un tube conique stérile et centrifugée à 3000 g
pendant 3 minutes à 4°C (Beckman GPR centrifuge, Ville Saint-Laurent, Québec).
Le surnagent fut jeté et le culot fut rincé avec du HBSS et centrifugé à 3000 g
pendant 3 minutes à 4°C. Le surnagent fut encore jeté et le culot fut dissout dans
l2Oml de Dulbecco’s Modifled Eagle’s Medium stérile (DMEM) (Sigma-Aldrich,
St-Louis. Missouri) contenant 7,4% de foetal Bovine Serum (fBS) (Gibco, Grand
Island, New York), 2% de Pennicilline-Streptomycine (Gibco, Grand Island, New
York) et 1% de fungizone (Cambrex, Walkersville, Maryland), ceci étant le milieu
de culture utilisé tout au long des expériences. Les cellules furent mises en culture
dans un incubateur (Sanyo Scientific, Concord, Ontario) maintenue à 37°C et
contenant 5% de C02. Les milieux (DMEM) furent changés tous les 2 jours jusqu’à
confluence et les myofibroblastes furent par la suite passagés à l’aide d’une solution
de Trypsin-EDTA IX (Gibco, Grand Island, New York) et transférés dans des
plaques de 24 et de 12 puits ainsi que dans des pétris de 100X20 mm (Sarstedt, St
Leonard, Québec).
2.3 Évaluation de la synthèse d’ADN et Protéique
Les myofibroblastes pulmonaires furent transférés à 25 000 cellules/puit dans
les plaques de 24 puits. Le milieu de culture fut changé deux jours suivant leur
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transfert pour du DMEM sans sérum contenant seulement 2% de Pennicilline
Streptomycine, 1% de fungizone et 0.2% de Insulin-Transferrine-Selenium (ITS)
(BD Biosciences, Bedford, MA). Après 24 heures dans l’incubateur, les
myofibroblastes furent soit prétraités pendant 30 minutes avec soit
• un antagoniste spécifique au récepteur ETA, BQ-123, ltM (American
Peptide, Sunnyvale, Califomie)
• antagoniste spécifique pour le récepteur ETB, BQ-788, 1 iM (American
Peptide, Sunnyvale, CaÏifornïe)
• Combinaison des deux (BQ-123 et BQ-788)
• Inhibiteur spécifique pour la PI3K, LY-294002, lOjiM
• Inhibiteur spécifique pour la p38u et f3, SB-203580 lOjiM
et par la suite stimulés avec de l’ET-l lOnM (American Peptide, Sunnyvale,
Califomie) ou soit simplement stimulé avec lOnM d’ET-l pendant 24 heures. Le
milieu de culture sans sérum fut utilisé comme valeur basale et du milieu de culture
possédant 10 % de fBS fut utilisé comme contrôle positif. Afin de mesurer la
synthèse protéique, de la L-Leucine-3H [4,5-3H] lO1iM (MP Biomedicals, Irvine,
Califomie) fut ajoutée dans le milieu 24 heures avant l’arrêt de la stimulation. De la
[methyl-3H] Thymidine I OjiM (Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey) fut
ajoutée dans le milieu 4 heures avant l’arrêt de la stimulation afin d’évaluer la
synthèse d’ADN. Après la stimulation, les puits furent lavés 2 fois avec du PBS IX
froid et les myofibroblastes furent ensuite incubés I heures à 4°C avec lml de 5%
Acide Trichloroacétique (TCA) dilué dans de l’eau nano pure. Le TCA permet de
bien fixer les cellules au fond du puits et provoque aussi l’éclatement des cellules,
libérant ainsi la leucine-3H ou la thymidine-3H non incorporée aux protéines ou à
l’ADN. Par la suite, les puits furent lavés 2 fois avec de l’H20 et 0,5ml de NaOH
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O,4N fut mis dans chaque puit. Le NaOH 0,4N permet de bien décoller les cellules et
de récupérer la radioactivité introduite dans les protéines ou l’ADN. Après une
incubation toute la nuit à 4°C. chaque puit fut gratté à Laide d’une pipette et le
liquide fut récupéré et transféré dans des tubes à scintillation. Suite à l’ajout de 5rn1
de liquide à scintillation (Universol, Irvine. CA), les échantillons furent analysés par
le conteur bêta (Beckman LS 6500, Ville Saint-Laurent, Québec).
2.4 Isolation des protéines des myofibroblastes pulmonaires
Les myoflbroblastes pulmonaires furent transférés à 1 000 000 cellules/puit
dans des pétris de 100X20 mm. Les milieux furent changés tous les deux jours
jusqu’à confluence. Deux pétris par conditions furent utilisés. Les pétris furent lavés
deux fois avec 5 ml de PBS lX froid et 500tl de tampon de lyse composé de l5OmM
NaCI, lOmM Tris pH 7.5, lmM Acide ethylenedinitrilotetraacétique, EDTA, pH
7.0, lmM Sel de tetrasodium, EGTA, pH 9.0, 5OmM Naf, 1% Triton-X, 0.5%
Igepal, lmM Vanadate. 0,OOlmg/ml Leupeptin, 0,Oolmg/ml Aprotinin, 500iM
phenylmethane sulfanyl, PMSF, fut ajouté. Après une incubation de 30 minutes sur
la glace en présence du tampon de lyse. Chaque pétri fut gratté à l’aide d’une pipette
et le liquide fut récupéré et centrifugé à 10 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C. Le
surnagent fut transféré dans un tube et les protéines furent conservées dans un
congélateur à -80°C.
2.5 Immunobuvardage par western des récepteurs ETA et ETB
La concentration en protéine fut déterminée par la méthode de Bradford
(Protein Assay Kit Il; Bio Rad, Californie). Les protéines (50tg/puit) furent séparées
sur un gel de SDS-Page 10% à un voltage constant de 150 volt et ensuite transférées
pendant 90 minutes sur une membrane de PVDF pour ce qui est du récepteur ETB et
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sur une membrane de nitrocellulose pour le récepteur ETA à un voltage constant de
100 volts. Les membranes furent incubées séquentiellement dans du PBS-T ou TBS
T (pH 7.3) contenant 5% de lait sec pendant deux heures, lavée 3 fois pendant 10
minutes dans du PBS-T ou TBS-T et incubée toute la nuit à 4°C avec l’anticorps
primaire contre le récepteur ETA (abcam, Cambridge, MA ; 1/1000) ou ETB
(Alomone Laboratories; Jérusalem; Isral; 1/200), dilué dans du TBS-T contenant
5% lait pour ETA et dans du PBS-T contenant 5% BSA pour ET3. Les membranes
furent lavées 3 fois pour une période de 10 minutes avec du PBS-T ou TBS-T,
incubées une heure à la température de la pièce avec l’anticorps secondaire anti-lapin
HRP de chèvre (1/10 000) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; West
Grove; Pennsylvanie) dilué dans du PBS-T ou TBS-T contenant 5% de lait sec et
lavée à trois reprises pendant dix minutes avec du PBS-T ou TBS-T contenant. Les
bandes furent visualisées dans les 20 minutes suivantes en utilisant le kit de
détection ECL (PerkinElmer Life Sciences; Boston; Massachusetts). L’intensité des
bandes fut évaluée par le programme Scion Image 1.63.
2.6 Immunofluorescence de coupe de poumon
Trois jours avant leurs sacrifices, les rats reçurent chaque jour une injection
intra-péritonéale de Bromodeoxyuridine (BrdU) 50 mg/kg. Le lobe supérieur gauche
fut cryocoupé en coupe de l4pm. Les coupes furent fixées dans une solution de PBS
IX contenant 4% de paraformaldehyde pH 7.4 pendant 15 min. Elles furent par la
suite lavées 3 fois avec du PBS. traitées pendant 60 min à 37°C avec IN HCL et
lavées 3 fois avec du tampon borate 0.IM et 3 fois avec du PBS. Les coupes furent
par la suite bloquées dans une solution de PBS contenant 2% NDS 2% BSA et 0.5%
Triton X-100 pendant 1h à la température de la pièce (TP). Par la suite, les lames
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furent incubées toute la nuit à 4°C avec les anticorps primaire: vimentine (Chèvre
1:200) et BrdU (souris 1:200) dilués dans du PBS contenant 1% NDS, 1% BSA et
0.1% Triton X-100. Les lames furent lavées avec du PBS et incubées pendant 1h à
TP dans le noir avec les anticorps secondaires appropriés: anti-chèvre faite chez l’âne
conjugué à Alexa Fluor 488 nm (1:500) et anti-souris faite chez l’âne conjugué à
Alexa Fluor 555 nm (1:500) (Molecular Probes, Eugene; OR) dilué dans PBS
contenant 1% NDS, 1% BSA et 0.1% Triton X-100. Chaque expérience comprenait
un contrôle d’anticorps secondaire afin de déterminer les liaisons non-spécifiques.
Les coupes furent lavées 3 fois avec du PBS et monté sur des lamelles de verres en
utilisant 75pJ de milieu 0.1% DABCO!glycerol. Les coupes furent visualisées par
microscopie confocal (Zeiss LSM 510, lena, Germany).
Les Z-stacks furent déconvolués par le logiciel d’Huygens Professional
(Scientific Volume Imaging, SVI) version 2.6.5a. Les billes de fluorescence (170
nm de diamètre, Invitrogen) ont été utilise afin de construire une fonction de point
spread (PSf) correspondant à chaque marqueur fluorescent. Le ratio de bruit de
signal fut quantifié pour chaque marqueur et pour chaque Z stack. Les images
déconvoluées furent par la suite sauvées en images en séries TIFF et une projection
transparente (en utilisant toutes les coupes de l’image déconvolluées en respectant
l’axe des Y) fut calculée en utilisant les instruments de projection du logiciel LSM
510 software (Zeiss).
2.7 Quantification d’ET-l dans les milieux de culture cellulaire
La détermination de la quantité d’ET-l libérée par les myofibroblastes
pulmonaires dans les milieux de cultures fut quantifiée par la méthode d’ELISA
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(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) à l’aide du kit d’Endothelin (1-2 1) de
Biomedica (Medicorp, Montréal, Qc).
2.8 Immunofluorescence
Afin de procéder à l’immunofluorescence, les myofibrobÏastes furent laissés
croître dans des plaques de 12 puits possédant chacune une lamelle ronde de
grandeur 18 (Fisher Scientific, Ottawa, Ontario). Lorsqu’elles furent confluentes, les
myofibroblastes furent fixés avec de la paraformaldéhyde 2% pH 7.2 dilué dans du
PBS iX pendant 20 minutes. Par la suite, les lamelles furent lavés deux fois avec du
PBS IX et furent conservés dans une solution de glycérol-PBS IX 1:1 à -20°C. Lors
de l’immunofluorescence, chaque lamelle fut lavée 3 fois avec du PBS iX, bloquée
pendant 60min à température pièce avec 2% NDS et 0,2% Triton dilué dans du PBS
et incubée toute la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire respectif: actine du muscle
lisse de souris 1/200 (Sigma-Aldrich, St-Louis, Missouri), vimentine de chèvre 1/200
(Santa Cruz), récepteur ETA de lapin 1/100 (Alomone Laboratories; Jérusalem;
Isral) et le récepteur ET8 de lapin 1/200 (Alomone Laboratories) dilué dans du PBS
contenant 1% NDS et 0.05% Triton. Les lamelles furent par la suite lavées 3 fois
avec du PBS et incubées pendant 60 min à température pièce avec les anticorps
secondaires respectifs: anti-Souris conjugué à Alexa Fluor 647 1/500, anti-Lapin
conjugué à Alexa Fluor 555 1/500, anti-Chèvre conjugué à Alexa Fluor 48$ 1/500
(Molecular Probes, Eugene, OR) dilué dans du PBS contenant 1% NDS et 0.05%
Triton X-100. À la suite de 3 lavages, les lames furent montées et examinées par
microscopie confocale via un système d’imagerie LSM 510 (Zeiss; lena; Allemagne).
Des contrôles d’anticorps secondaires furent effectués afin de déterminer la présence
de liaisons non spécifiques.
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ABSTRACT
Myofibroblasts (MYF) proliferation contributes to the pathophysiology of
numerous lung disorders. Pulmonary endothelin-1 (ET-1) production is increased in
various lung diseases and could directly contribute to deleterious lung remodelling.
However, the respective roles of ETA and ET8 receptors (ETA-R, ET8-R) and of
endogenous ET-1 production by lung MYF on their proliferation remain uncertain.
Rat lungs MYF were isolated and [3H]-thymidine and [3H]-leucine incorporation
assays were completed. Immunofluorescence studies revealed abundant ETA-R and
ETB-R expression on MYF. ET-1 (lOnM) stimulated MYF proliferation and protein
synthesis through PI 3Kinase and p38 pathways. Selective ETA-R blockade (BQ-123
I IM) or selective ETB-R blockade alone (BQ-788 1 jM) did flot inhibit proliferation
or protein synthesis. However, their combination to achieve dual receptor blockade
almost completely abolished ET-1 mitogenic effect. Surprisingly, basal MYF
proliferation was increased by selective blockade of ETA-R or of ET8-R alone, but
flot by dual blockade. ET-1 levels in the culture media were flot affected by the
antagonists. Our flndings indicate that both the ETA-R and the ETB-R regulate basal
and stimulated lung MYF proliferation and suggest possible interactions between the
receptors.
Key Words: Myofibroblasts, endothelin-I, ceil culture, lung, receptors, remodelling
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INTRODUCTION
Myoflbroblasts (MYF) are described as stellate ceils expressing
morphological features ftom both smooth muscle ceÏls and fibroblasts. They
participate to numerous physiological events such as growth, development, and
repair of normal tissue as well as to diseases affecting various organs.(125) In
normal lung, MYF are scarce and rarely noted in peri-venular regions. In lung
disorders associated with structural remodelling such as lung fibrotic disease and
congestive heart failure, abundant MYF proliferation occurs with interstitial matrix
deposition and thickening of the alveolar septa. (99, 100, 130) Ibis proliferation
contributes to functional deterioration and reduced alveolar gas diffusion capacity.
(130, 131) Apart from its potent vasoconstrictor activity on smooth muscle ceils,
endothelin (ET-1) can stimulate MYF proliferation, chemotaxis and collagen
synthesis.(1 O-12) In addition, the pulmonary endothelin system has also been known
to be up-regulated in idiopathic pulmonary fibrosis and in congestive heart failure
subjects.(127, 132-134) There is therefore growing evidence that the ET-1 system
plays an important role in the pathogenesis of lung diseases by stimulating MYF
prol iferation and matrix deposition.
However, the role of ET-1 receptors (R), ETA-R and ETB-R, on basal and
stimulated lung MYF proliferation remains uncertain. Studies established that the
collagen production and matrix contraction by fibroblasts is dependent on the
activation ofboth receptors.(41, 108, 128) On the other hand, other studies indicated
that ET-1 induces collagen matrix contraction and lung flbroblasts proliferation
through the ETA-R solely. (10, 128, 135) b our knowledge, no studies have
evaluated the role of ET-R on basal unstimulated MYF proliferation. In addition,
recent data demonstrated that ETA-R and ET8-R could form constitutive
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heterodimers and suggested the possibility of a crosstalk between them.(1 13, 136)
Based on these contradictory resuits, the objective of this study was to better define
the role of ETA-R and ET8-R on basal and stimulated proliferation of normal rat lung
MYF.
MA TERL4LS AND METHODS
The study protocol was approved by the Mimai Research and Ethics
Committee of the Montreal Heart Institute and conducted according to Canadian
guidelines for the care of laboratory animais.
MyofibrobÏasts isolation and culture.
Male Wistar rats (200-250 g) were anesthetized by a mixture ofketamine and
xyiazine administered intramuscuiariy. The subpleurai (peripherai) portions of each
lung lobe were dissected and washed twice with a Hank’s Balanced Sait Solution,
(HBSS, Gibco, Grand Isiand, New York). The portions were then cut in smaii pieces
of 3 to 5 mm, washed Iwice with HBSS and digested ovemight with 0.1% trypsin
(Gibco, Grand Isiand, New York) with agitation. Ceils were recovered by repeated
digestions ofthe tissue in 10 ml of 0.1% coiiagenase in HBSS and the supematants
coilected from cadi digestion were centrifuged at 3000g for 5 min at 4°C. The
peilets were re-suspended in coid HBSS and centrifuged at 3000g for 5 min at 4°C.
The celis were then re-suspended in 120 mi ofDuibecco’s Modifled Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma-Aidrich, St-Louis, Missouri) containing 7.4% of foetal Bovine
Serum (Gibco, Grand Isiand, New York), 2% ofPenniciliine-Streptomycine (Gibco,
Grand Isiand, New York) and 1% offungizone (Cambrex, Walkersviiie, Maryland).
The MYF were pre-piated in T75 culture flasks and piaced in an incubator (Sanyo
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Scientific, Concord, Ontario) maintained at 37°C with 5% C02. The media was
changed every 2 days until confluence and the MYF were then passaged in a
Trypsin-EDTA IX solution (Gibco, Grand Island, New York) and transferred into
24-wells plates at a density of 5Ocells/mm2 for [3H]-leucine and [3H]-thymidine
uptake, and into 12-wells plates containing a microscope cover glass for confocal
microscopy.
Immunofluorescence studies.
After 48 hours (h), the celis were fixed in PBS containing 2%
paraformaldehyde pH 7.4 for 20 min. They were then washed thrice with PBS and
blocked in a PBS solution (137 mM NaCI, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM
KH2PO4 pH 7.4) containing 2% Normal Donkey Serum (NDS) and 0.2% Triton X-
100 for 1h at room temperature. Afierwards the celis were incubated ovemight at
4°C with the primary antibody: vimentin (Goat 1:200, Santa Cruz, Santa Cruz,
California), smooth-muscle alpha-actin (mouse 1:200, Sigma, Saint-Louis;
Missouri), ETA-R or ETB-R (Rabbit 1:200, Alomone Laboratories, Jérusalem; Isral)
diluted in PBS containing 1% NDS and 0.05% Triton X-100. The coverslips were
then washed with PBS, drained, and incubated for 1h at room temperature in the dark
with the appropriate secondary antibody: anti-rabbit goat conjugated to Alexa fluor
555 nm (1:500), anti-mouse donkey conjugated to Alexa fluor 647 nm (1:500) and
anti-Goat rabbit conjugated to Alexa fluor 488 nm (1:500) (Molecular Probes,
Eugene; Oregon) diluted in PBS containing 1% NDS and 0.05% Triton X-100. Each
experiment included a control secondaiy antibody to determine non-specific
binding. The coverslips were then washed with PBS and mounted on glass siides
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using 10 L of 0.1% DABCO/glyceroi medium. The coversiips were fixed and
visualised by confocal microscopy (Zeiss LSM 510, lena, Germany).
Z-stacks were deconvolved with the Huygens Professionai software
(Scientific Volume Imaging, SVI) version 2.6.5a. Fluorescent beads (170 nm in
diameter, Invitrogen) were used to construct a point spread function (PSF)
corresponding for each fluorescent marker. Signai-to-noise ratios were quantified for
each labeliing and for each Z stack. Deconvoived Z stacks were then saved in tiff
images series and transparent projections (using ail the suces from the deconvolved
Z stacks, with respect with the Y axis) were calculated using the projection tool of
the LSM 510 software (Zeiss).
[3HJ-leucine and [3HJ-thymidine uptake.
Afier 24h, the media was changed to a serum free media containing 2%
Pennicilline-Streptomycin, 1% Fungizone and 0.2% Insulin-Transferrine-Selenium
(BD Biosciences, Bedford, MA). Afler 24h, the MYF were either pre-treated with a
selective antagonist for the ETA-R (BQ-1 23, 1 1iM) or for the ET—R (BQ-788, I 1iM)
(American Peptide, Sunnyvale, CA), the combination of both or with specific
inhibitor for the P13 Kinase (LY-294002 10iM) and of the p38 kinase pathways
(SB-2035$0 I 0tM). Afler 30 min of pre-treatment, the MYF were stimulated with
10 nM of ET-1 (American Peptide, Sunnyvale. Califomia) for 24h. The media
without serum was used as a basal value and media containing 10 % FBS was used
as a positive control. To study protein synthesis, I iCi/ml of [3H]-Leucine (MP
Biomedicals, Irvine, Califomia) was added immediateiy to the welis. As for DNA
synthesis, I tCi/ml of [3H]-Thymidine (Amersham Biosciences, Piscataway, New
Jersey) was added 4h before the end ofthe stimulation. The cells were washed with
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PBS and I ml/well of cold 5% Trichloroacetic acid was added for I h. Afterwards
the wells were washed with H20 and incubated ovemight at 4°C in a solution of
0.4M NaOH (0.5 ml/wells). Following the addition of 5 ml of scintillation liquid
(Universot, Irvine. CA), the samples were analysed in a scintillation counter
(Beckman LS 6500).
Quantification ofET-1 in culture media
To quantify ET-1 production from the pulmonary MYF, the culture media
was analysed by a sandwich ELISA kit using Endothelin (1-21) from Biomedica
(Medicorp, Montréal, Qc).
Statistics
The effect of ET-R antagonists were compared to their respective controls
(ET-1 stimulation or vehicle) using unpaired two-sided t tests. A p value of <0.05
was considered significant. AH values are reported as mean ± SEM.
RESUL T$
Expression ofET-R by lung rnyofibrobÏasts
Phenotypic confirmation of the cultured MYF is demonstrated by the
immunofluorescence expression of both smooth muscle alpha-actin and vimentin
(figure 1). Both the ETA-R and the ETB-R were abundantly expressed in lung MYF.
The ETA-R was distdbuted predominantly on the cytoplasmic membrane and in the
cytoplasm, while the ETB receptor was present in the nuclear, the peri-nuclear
regions and in the cytoplasm (figure 1).
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Effect ofET-R antagonists on ET-1 inducedproÏferation oflung myofibrobtasts
We observed that ET-1 stimulated lung MYF protein synthesis and
proliferation as measured by the incorporation of [3H]-Leucine (19.2% ± 5.4) and
[3H]-thymidine (22.0% ± 4.4) (figure 2). Selective ETA-R blockade alone using BQ
123 and selective ET8-R blockade alone using BQ-78$ had no significant effect.
However, their combination to achieve dual ET-R blockade significantly inhibited
the incorporation of [3HJ-Ieucine and [3H]-thymidine caused by ET-1 stimulation
(3.4% ± 0.7 and 1.1% + 2.9, p<O.O5).
Effeci ofintracelÏular inhibitors, LY-294002 and SB-203580, on the proflreration of
lung rnyofibrobÏasts induced by ET-1
To verify the role of PI 3Kinase and p38 on the pro liferation of lung MYF
induced by ET-1, we used selective inhibitors for these pathways. LY-294002 was
used to inhibit the PI 3-Kinase and SB-203580 was used to inhibit the p38 mitogen
activated protein MAP kinase. Both intracellular inhibitors completely blocked the
proliferation ofMYf induced by ET-1 stimulation (figure 3).
Effect ofET-R antagonists on basal unstimuÏated rnyofibroblasts proflferation
In basal conditions, the incubation of lung MYF with the selective ET-R
antagonists alone, BQ-123 or BQ-788, induced a significant increased incorporation
of[311]-leucine (10.1% ± 2.0 and 7.$% ± 2.5. p<O.05) and [3H]-thymidine (11.4% ±
3.4 and 10.2% ± 2.3, p<O.O5) (figure 4). The combination of both ET-R antagonists
to achieve dual ET-R blockade however resulted in no significant modification of
[3H]-leucine (3.4% + 0.7) or [3H]-thymidine (0.3% ± 1.6) incorporation compared to
vehicle.
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Endogenous production ofET-] by Ïung myofibrobÏasts
There was basal production of ET-1 by lung MYF as evidenced by levels of
33.7 + 13.2 fmol/ml in the culture media (figure 5). This level was flot significantly
affected by ET-R antagonists alone or in combination.
DISCUSSION
In the present study, we explored the roles of ETA-R and ETB-R on basal and
stimulated lung MYF proliferation. Immunofluorescence studies revealed that lung
MYF abundantÏy express both the ETA-R and the ET8-R. ET-1 stimulated
proliferation by the activation of the PI 3Kinase and the p38 intracellular pathways.
Selective ETA-R blockade alone and selective ET-R blockade alone did flot affect
proliferation while their combination, achieving dual ET-R blockade, blocked the
proliferation induced by exogenous ET-l. However in basal conditions, in the
absence of exogenous stimulation, we interestingly found that the selective
antagonists for the ET-R (BQ-123 and BQ-7$$) both independently caused an
increase in MYF proliferation evidenced by a significant increase in [3H]-leucine and
[3H]-thymidine incorporation. Our data bas therefore revealed the following
conundrum:
1. In the presence of exogenous ET-1 stimulation, selective ETA-R blockade or
selective ET8-R blockade a]one do flot reduce lung MYf proliferation
2. In the basal state, in the absence of exogenous stimulation. selective ETA-R
blockade or selective ET-R blockade alone stimulate lung MYF proliferation
There is mounting evidence that activation ofG-protein-coupled receptors (GPCRs),
such as the ET-Rs, may flot result in a classical linear and sequential activation of
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signalling pathways. Recent studies have revealed a much greater complexity in the
biology of ET-Rs that may, in part, contribute to the apparent paradox observed in
this study and the apparently discordant resuits reported between laboratories. first,
ET-Rs can form heterodimers that can functionally modify the effects ofagonists and
antagonists.(1 13, 136, 137) Second, there exists a structural diversity in ET-Rs as
evidenced by numerous post-translational modifications of both the ETA and ETB
receptors.(138) In isolated human lung fibroblasts, further structural modifications
of the receptors are induced by exogenous ET-1 stimulation and it has been
suggested that this could form the basis for parallel stimulation of different signaling
pathways.(138) Third and finally, there is evidence that stimulation of lung
fibroblasts resuits in activation of a wide variety of signalling pathways resulting in
the increased expression ofa variety ofmatrix-associated genes.(139, 140)
Based on these premises demonstrating the complexity ofET-Rs biology, it becomes
impossible to offer a specific explanation for our findings. We may however
propose the possible general hypothesis that proliferation of lung MYF through the
ET-Rs is a redundant system:
1. In the stimulated state when exogenous ET-1 is added to the celis, maximal
ET-1-induced proliferation can be obtained by stimulation ofeither the ETA
R or the ETB-R. Stimulation of the other “redundant” receptor does flot
significantly add to proliferation and its blockade therefore has no effect.
2. In the basal state, when endogenous Iower ET-1 concentration is present, ET
1-induced proliferation is “recruitable” and can be increased by further
stimulation of either receptor. Selective blockade of one receptor leads to
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greater stimulation of the other unblocked receptor leading to greater
proliferation.
3. This hypothesis is viable if both receptors mediate their proliferative effects
through redundant signalling pathways or, altematively, if the presence of
ET-R heterodimers as demonstrated by previous investigators would support
potential interactions (cross-talk) between the receptors and their transduction
mechanisms.
It is currently unknown if the complex biology of ET-Rs may vary according to
experimental conditions and pathologie states. The present resuits, obtained in
isolated lung MYF from normal rats, are accordingly flot generalizable to other cell
types, other species or to pathologie conditions.
CONCLUSION
Our findings indicate that both the ETA-R and the ET8-R regulate basal and
stimulated lung MYF proliferation and suggest possible interactions between the
receptors.
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FIGURE LEGEND
figure 1 Immunofluorescent study of isolated lung myoflbroblasts. The ceils
express SMA, vimentin, ETA receptor and ETB receptor. Bar = 10 Jlm.
Figure 2 The effect ofBQ-123 and BQ-7$8 on protein synthesis and proliferation
oflung myoflbroblasts stimulated with ET-1. (n = 3-19). * = P <0.05
versus ET-1
Figure 3 Lung myofibroblasts proliferation with a pre-treatment with
intracellular pathway inhibitor. PI 3-Kinase inhibitor, LY-294002 and
p38 inhibitor, SB-2035$0. * = P < 0.05 ** = P < 0.01 versus ET-I (n
= 3-5)
Figure 4 The effect of BQ-123 and BQ-7$$ on the proliferation and protein
synthesis of lung myofibroblasts. * = P < 0.05 ** P < 0.01 versus
vehicle (n 4-19)
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Backgronnd—Congestive heart failure (CHF) causes lung remodelling characterized
by thickening of the alveolar septa with abundant proliferation of myoflbroblasts
(MYF). Endothelin-1 (ET-1) production is increased in CHF and may contribute to
this process.
Methods and results—CHF was induced in rats by myocardial infarction and three
weeks later lung MYF were isolated and cultured. CHF injected with 5’-
bromodeoxyuridine (BrdU) intraperitonealy demonstrated lung remodelling with
thickening of alveolar septa and significant increases uptake and vimentin expression
(p< 0.05). The mitogenic and protein synthesis response of MYF to ET-1 (lOnM)
were assessed by 3H-thymidine and 3H-leucine incorporation respectively. ET-1
level in culture supernatants was measured by ELISA. ETA and ET receptors
expression was examined by western immunoblotting. The mitogenic response to
ET-J in CHF (19.0 ± 3.0%, mean ± SEM) was significantly less than for sham rats
(35 ± 5.4%, p< 0.05). This effect was associated with a significantly Iower
production of ET-J by Cl-W MYF (15.15 ± 5.67 fmol/ml) compared to sham MYF
(33.66 ±13.22 fmol/ml; p< 0.05). Additionally, expression of both ETA receptors
(0.36 ± 0.038AU) and ET8 receptors (0.24 ± 0.075 AU) were reduced in CI-1F
compared to shams (0.65 ± 0.086 AU and 0.81 ± 0.21 AU respectively; p< 0.05).
Conclusion—There is a down-regulation of the ET-1 system of lung MYF in Cl-If.
This downregulation of the ET-l axis in lung MYF may represent a protective
adaptation in response to chronic exposure to high levels of ET-1.




Congestive heart failure (CHF) is associated wïth elevated lefi ventricular
filling pressure that can lead to pulmonary venous hypertension. Cl-1F is the most
frequent cause ofpulmonary hypertension and is associated with pulmonaiy function
abnormalities in the form of reduced lung compliance and diffusing capacity [1].
Accordingly, CHF causes significant morphological changes of both the pulmonary
circulation and the alveolar walls. These modifications are characterized by
thickening of the capiflary endothelial and alveolar epithelial celi basement
membranes with abundant proliferation of myofibroblasts (MYF) and excess
collagen with reticulin deposition [2-4]. Although these changes may initially
protect against the formation of pulmonary oedema by reducing lung capillary
permeability, their longer term effects become detrimental by creating a restrictive
physiology with impaired lung diffusion capacity at rest and during exercise [5,6].
Substantial evidence demonstrates activation of the ET system in CI-1F that
correlates with disease severity and prognosis [7]. lnterestingly, there are some
suggestions that increased ET-1 levels in CI-W may originate from the lungs, possibly
in relation with congestion [8,9]. Previous studies have indeed shown an up
regulation of ET-1 gene expression and an increased production of ET-1 in the CHF
lungs [9-1 1].
Apart from its potent vasoconstrictor activity on smooth muscle ceils, ET-l
can stimulate MYF proliferation, chemotaxis and collagen synthesis [12-14].
Through these actions on lung MYF, activation of the ET-1 system in CHF could
significantly contribute to lung remodelling and the pulmonary manifestations of left
heart disease. To test this hypothesis, we evaluated the effect of ET-l on lung MYF
proliferation as well as modifications ofthe ET system in lung MYF form CHF rats.
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2. Materials and methods
The study protocol was approved by the Animal Research and Ethics
Committee of the Montreal Heart Institute and conducted according to Canadian
guidelines for the care of laboratory animais.
2.1. Surgical procedures and in vivo hernodynamics measurements
Myocardiat infarctions (MIs) were induced into male Wistar rats (Charles
Rivers) weighing between 200 to 250 g as previously described in detaif [15J. The
sham group was subjected to the same procedure except for the ligation ofthe
coronary artery. Only rats with congestive heart failure and significant pulmonary
venous hypertension were kept for study as deflned by a lefi ventricular end diastolic
pressure> 10 mmHg and a right ventricular systolic pressure> 30 mmHg. Rats that
did not meet these criteria were excluded and sacrificed.
Three weeks following the surgical procedure, animats were anesthetised by a
mixture of ketamine and xylazine administered intramuscularly. The right jugular
vein and carotid artery were then isolated, incised and a pressure tipped millar
catheter was advanced in the right and lefi ventricles where pressures were measured
and recorded using a polygraph (Gould TA 4000). The trachea was then isolated and
connected to a syringe. After a midiine stemotomy the heart and lungs were exposed
and the pulmonary artery was cannulated and perfused with a PBS solution (137 mM
NaC1, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4 pH 7.4). The lungs were
then rapidly removed and the lefi superior lobe was perfused with an opticai cutting
temperature (OCT) compound solution diluted in PBS 2:1. The left superior lung
lobe was then snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for
immunofluorescence study. The right inferior lobe was set aside for determination of
79
wet and dry weight. Subpleural (peripheral) portions of the other lobes were isolated
for ceil culture.
2.2. Myoflbroblasts isolation and culture
The subpleural (peripheral) portions of each lung lobe were washed twice
with a Hank’s Balanced Sait Solution (HBSS). The portions were then cut in small
pieces of 3 to 5 mm, washed twice with HBSS and digested overnight with 0.1%
trypsin solution diluted in HBSS with agitation. Celis were recovered by repeated
digestions ofthe tissue in 10m! of 0.1% collagenase in HBSS and the supernatants
coHected from each digestion were centrifuged at 10 000 rpm for 5 min at 4°C. The
pellets were re-suspended in cold HBSS and centrifuged at 10 000 rpm for 5 min at
4°C. The celis were then re-suspended in 120 ml of Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) containïng 7.4% of Foetal Bovine Serum, 2% of Pennici!lïne
Streptomycine and 1% of fungizone. The MYF were pre-plated in T75 culture
flasks and placed in an incubator maintained at 37°C with 5% C02. The media was
changed every 2 days until confluence and the MYF were then passaged in a
Trypsin-EDTA IX solution and transferred into 24-wells plates at a density of
5OceIls/mm2 for [3H]-leucine and [3H]-thymidine uptake experiments and into P100
flask disk for protein isolation.
2.3. Immunofluorescence studies
Rats were injected intraperitoneally with bromodeoxyuridine (BrdU) (50
mg/kg) at daily intervals starting 3 days before they were sacriflced. The superior
lefi lobe was cryocut into 1411m slides. The siides were fixed in PBS solution (137
mM NaCI, 2.7 mM KCI. 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4 pH 7.4) containing 4%
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paraformaldehyde pH 7.4 for 15 min. They were then washed thrice with PBS,
treated for 60 min at 37°C with iN HCL and washed three times with 0.IM borate
followed by three wash in PBS. The slides were then blocked in a PBS solution
containing 2% normal donkey serum (NDS) 2% bovine serum albumin (BSA) and
0.5% Triton X-100 for 1h at room temperature. Afterwards the ceils were incubated
ovemïght at 4°C with the primary antibody: vimentin (Goat 1:200) and BrdU (mouse
1:200) diluted in PBS contaïning 1% NDS, 1% BSA and 0.1% Triton X-100. The
siides were then washed with PBS, drained, and incubated for 1h at room
temperature in the dark with the appropriate secondary antibody: anti-goat ftom a
donkey conjugated to Alexa fluor 488 nm (1:500) and anti-mouse from a donkey
conjugated to Alexa Fluor 555 nm (1:500) (Molecular Probes, Eugene; Oregon)
diluted in PBS containing 1% NDS, 1% BSA and 0.1% Triton X-100. Each
experiment included a control secondary antibody in order to determine non-specific
binding. The siides were then washed with P3S and mounted on glass slides using
75 iL of 0.1% DABCO/glycerol medium. The slides were fixed and visualised by
confocal microscopy (Zeiss LSM 510, lena, Germany).
Z-stacks were deconvolved with the Huygens Professional software
(Scientific Volume Imaging, SVI) version 2.6.5a. f luorescent beads (170 nm in
diameter, Invitrogen) were used to construct a point spread function (PSF)
corresponding for each fluorescent marker. Signal-to-noise ratios were quantified for
each labelling and for each Z stack. Deconvolved Z stacks were then saved in tiff
images series and transparent projections (using ail the slices from the deconvolved
Z stacks, with respect with the Y axis) were calculated using the projection tool of
the LSM 510 software (Zeiss).
$1
2.4. [3H]-Ïeucine and[3H]-thymidine uptake
After 24h, the media was changed to a serum free media containing 2%
penicillin-streptomycin, 1% fungizone and 0.2% insulin-transferrine-selenium. After
24 h, the MYF were stimulated with 10 nM of ET-1 for 24h. The media without
serum was used as a basal value and media containing 10 % fBS was used as a
positive control. To study protein synthesis, I jiCi/mI of [3H]-Leucine was added
immediately to the wells. As for DNA synthesis, 1 jCi/ml of [3HJ-Thymidine was
added 4h before the end ofthe stimulation. The celis were washed with P3S and 1
ml/well of cold 5% trichioroacetic acid was added for I h. Afterwards the wells were
washed with H20 and incubated ovemight at 4°C in a solution of 0.4M NaOH (0.5
ml/wells). following the addition of 5 ml of scintillation liquid, the samples were
analysed in a scintillation counter (Beckman ES 6500).
2.5. Quantflcation ofET-1 in culture media
To quantify ET-1 production by MYF, samples of the culture media were
analysed by a sandwich EEISA kit, Endothelin [1-21] from Biomedica (Medicorp,
Montréal, Qc) according to manufacturer’s instructions.
2.6. Western immunoblots for ETA-R and ETB-R
Proteins from lung MYF were separated on 10% SDS-PAGE gels and
transferred at 100 V and 4°C for 90 min onto a nitrocellulose membrane for ETA-R
and PVDf membrane for ETB-R in a buffer containing 25 mM Tris, 192 mM
Glycine and 5% methanol. Membranes were blocked for 2 h at room temperature
with 5% skimmed milk powder in 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaC1 pH 7.5 (TBS)
and 0.05% tween 20 (T3ST) for ETA-R and PBST for ET8-R. Membranes were
$2
incubated ovemight at 4°C with the following primary antibodies: rabbit polyclonal
anti-ETA (Abcam) and rabbit polyclonal anti-ET8 (Alomone). They antibodies were
diluted 1:1000 for ETA-R with 5% milk in TBST and 1:500 for ETB-R with 5% BSA.
The membranes were then washed with their proper buffer (3 X 10 mm) and re
blocked for 10 min with 5% milk diluted in the proper buffer. Membranes were then
incubated with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody (Jackson Laboratories) diluted 1:10 000 in 5% milk. following 3 washes,
immunoreactive bands were visuatized by enhanced chemiluminescence
(Renaissance Plus, Perkin Elmer Life Sciences) according to the manufacturer’s
instructions using Bio-Max MR film. GAPDH 1:50 000 was used as the loading
control.
2. 7. $tatistics
The differences between sham and CHF myofibroblasts were compared using
unpaired two-sided t tests. Ap value of<0.05 was considered significant. Ail values
are reported as mean ± SEM.
3. Resutts
3.1. Myocardial infarction
Hemodynamic and morphometric parameters are presented in Table 1. Three
weeks afier MI, rats developed CHf with marked increase of LV end-diastolic
pressure associated with a reduction in indices of LV contractility and relaxation.
Infarcted animais also developed severe pulmonary hypertension with elevation of
RV systolic pressure (25 ± I vs 57 ± 7 mmHg;p <0.001). The CI-W group also
demonstrated RV hypertrophy with an important increase of RV/LV+septum weight
from 0.2$ + 0.01 to 0.40 + 0.04 (p < 0.01). Wet lung weight also increased in CHF
(0.73 + 0.09g) compared to sham’s (0.45 ± 0.01 g;p < 0.05). As we previously
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demonstrated in this model, dry lung weight also significantly increased in the CHF
group from 0.096 ± 0.002 g to 0.144 ± 0.0 16 g (p < 0.05). However, the ratio of
dry/wet lung weight remained similar, thus supporting the absence of significant
pulmonaiy oedema in the observed weight gain.
3.2. Expression ofBrdU and vimentin in lungs oJsham and CHf rats
In a previous study we have identified that proliferating ceils in the lung of
this CHF mode! were MYF by using immunohistochemistry and electron microscopy
[3]. We confirmed and extended this observation by demonstrating active DNA
synthesis in the alveolar septa evidenced by a significant increase of BrdU positive
celis with abundant vimentin expression (Fig. 1).
3.4. CHf myofibroblast show reduced mitogenic response to ET-1
In isolated lung MYF, ET-1 (10 nM) stimulated proliferation as evidenced by
a marked increase of 3H-thymidine (35 ± 5%) and 3H-Ieucine incorporation (31 +
4%). This effect was however almost reduced by haif in CHF MYF for both 3H-
thymidine (19 ± 3%) and 3H-leucine up-take (16 ± 4%,p <0.05) (fig. 2).
3.5. CHf myofibrobÏasts secrete sigrqflcantly less ET-1 in culture media
There was basal production of ET-1 by lung MYF as evidenced by a leve! of
34 ± l3fmol/ml in the culture media (fig. 3). This was reduced signiflcantly by haif
in CHF (15 ± 6fmo!/ml,p <0.05).
3.6. ET receplors are expressed dfferently in control and CHF myoflbroblasts
Total protein was extractcd from normal (n 3) and CHf myofibroblasts
(n5). ETA receptors and ET8 receplors protein expression was signiflcantly lower
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by more than one haif in CI-If (0.36 ± 0.03$ and 0.24 ± 0.075 AU respectively;
p<0.05) compared sham (0.65 ± 0.086 and 0.81 ± 0.21 AU respectively).
4. Discussion
We evaluated the ET-1 system of lung MYF in CHF. We found that ET-1
stimulates MYF proliferation however, there is a clear down-regulation of thïs
system in CHF with approximately 50% reduction in proliferation, ET-1 production,
and ET receptors expression.
CHF leads to elevated lefi ventricular fihling pressure, pulmonary congestion
and eventually to pulmonary venous hypertension. When acute, the process can lead
to the development of pu]monary interstitial and alveolar oedema due to increased
lung capillary hydrostatic pressure. It is however now weII demonstrated that
chronic CHF leads to pathophysiologic changes in the lung parenchyma, possibly in
an attempt to protect against the development of pu!monary oedema. Lung
remodelling is characterized by alveolar septa thickening and the deposition of
collagen and, importantly, by evidence ofMYF proliferation [3, 4, 16]. This initially
protective mechanism evidently becomes maladaptive as patients with CHF develop
a restrictive lung physiology with reduced gas diffusion capacity contributing to the
functional limitation of these subj ects [17,18]. We have previously demonstrated,
using immunohistochemistry and electron microscopy, that MYF importantly
contribute to lung structural remodelling in the Ml mode! ofCHF [3]. In the present
study we extend these observations and demonstrate active proliferation of ceils in
the lung ofCHf animaIs that abundantly express both BrdU and vimentin.
Although recent pilot clinical trials of ET receptor antagonists in CHf have
been deceiving, there is unequivocal evidence of activation ofthe endothelin in CHf
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[19]. Nurnerous studies have dernonstrated elevated plasma level of ET-1 in CHf
with suggestion that levels correlate with progonosis [7,201. 0f direct relevance to
the current study, elevation of plasma ET-1 levels correlate especially well with the
severity of pulmonary hypertension in CHF [21] and studies have argued that the
increase in ET-1 levels may in fact corne from the !ungs in relation with pulmonary
venous congestion [8,9]. In the same mode! of CHf, others have previously
demonstrated increased production of ET-1 in the lungs evidenced by higher prepro
ET-1 and ET-1 levels [10]. Activation of the ET system may therefore be of
particular irnportance in the lung structural modifications associated with CHf.
In that context, our salient finding of marked!y down-regulated ET-1 system
in lung MYF with reductions by about one haif of ET-1 production, ET receptors
expression and MYF proliferation is striking. Others investigated the effect of ET-1
on normal and systernic sclerosis derrnal fibroblasts (SSc). In agreement with our
findings. they demonstrated that SSc fibroblasts show a reduced growth response to
ET-1 and that this diminished response was associated with an altered ratio of
ETA:ETB receptor expression [221. This response could therefore be the end-resuit of
the activation of a negative feed-back ioop in lung MYF. Because of the pro
proliferative action of ET-1 on lung MYF, chronic exposure to high level of ET-1
could therefore produce reflex protective down-regulation of the ET-1 system in
CHf. This desensitization phenomenon cou!d be partly adaptive by protecting the
lung from excessive proliferation ofMYF and the ensuing deposition ofcollagen and
interstitial matrix components. In support of this notion, the beta adrenergic system
has been kiiown for bis auto-protective response when constantly exposed to
agonists. A chronic exposure to agonists generates beta-receptor desensitization
phenomenon which include down-regulation [23], receptor uncoupling [24], and
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increased activity ofthe G [25]. Despite this down-regulation, beta-blockade is stili
beneficial in protecting the heart against chronically increased adrenergic stimulation
and is recognized as a mainstay of CHF therapy [26]. Therefore and by analogy to
the beta-adrenergic system, a down-regulated ET system in CHf lung MYF may flot
indicate a lack of importance in MYF proliferation but in fact, may even highlight
and attest the significance ofthe endothelin system in CHf.
In the myocardial infarction model ofCHF, ET receptor antagonists have
yielded mixed results on their effect on left ventricular function. They have however
consistently improved the severity ofpulmonary hypertension [27]. Our findings
would suggest that the effectiveness ofthese drugs for the specific therapy oflung
remodelling in CHF should be revisited.
5. Conclusion
ET-1 stimulates lung IvWf proliferation. There is a down-regulation ofthe
ET-1 system of lung MYF in CHF. This may represent a protective adaptation in
response to chronic exposure to high levels of ET-1 and suggests a significant role of
ET-1 in lung MYF proliferation in this pathologic condition.
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Tab]e 1. Nemodynamic and morphometric parameters







CVP (mmHg) 2 ± 0.4 2 ± 0.5
RV(+)UP/dt(mmHg!s) 1845± 114 3189±386**
RV(-) dP/dt (mmHg/ s) 1460 ± $1 2814 ± 402**
LV(+) dP/dt (mmHg/ s) 8600 ± 289 7340 ± 408**
LV(-) dP/dt (mmflg/ s) 7250 ± 279 5850 ± 317**
Morphometric parameters
Body weight (g) 384 ± 10
RV/LV + septum weight 0.2$ ± 0.01
Wet lung (g) 0.45 ± 0.01
Dry lung (g) 0.096 ± 0.002







Scar surface (mm2) N/A 137 ± 8
CVP: central venous pressure; HkheTFaiV: lefi ventricle; LVEDP:left
ventricle end diastolic pressure; MAP: mean arterial pressure; MI: myocardial
infarction; RV: right ventricle; RVEDP: right ventricular end diastolic pressure;
RVSP: right ventricular systolic pressure.
Statistical significance: p < 0.05; **p < 0.01 < 0.001. Lung weights were
measured with the right inferior lobe
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FIGURE LEGENDS
f igure 1 Immunofluorescence expression and quantification of BrdU (left panel)
and vimentin (middle panel) in isolated lung from sham and CHF rats.
(n8) * p<O.05
f igure 2 Protein synthesis and proliferation of sham and CHf lung
myofibroblasts induced by ET-1 lOnM. (n = 10) * p <0.05 versus
ET-l
figure 3 Quantification of ET-J secretion in cu]ture media from sham and CHf
lung MYF by a sandwich ELISA. (n = 6) * p <0.05
figure 4 Expression of ETA and ET receptors by Western blot in sham (n = 3)
and in CHf rats induced by MI (n = 5). * p < 0.05
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Figure J Immunofluorescence expression of BrdU positive
























































Expression ot ETA and ET8 receptors in lung myoflbroblasts by western blot



























4.1 Rôles des récepteurs de l’EI-l sur la prolifération des myofibroblastes
pulmonaires
Les rôles respectifs des récepteurs à l’ET-l, ETA et ETB, demeurent encore
incertains et génèrent un grand débat scientifique sur le traitement optimal de
certaines pathologies à l’aide d’antagoniste sélectif versus non sélectif. Certaines
études révèlent l’importance d’un blocage double en démontrant que les deux
récepteurs induisent la prolifération cellulaire tandis que d’autres études démontrent
que l’ET-l induit la prolifération et la contraction fibroblastiques par l’entremise du
récepteur ETA seulement (10, 41, 108, 128, 135).
Afin d’éclairer le débat, nous avons décidé d’exploré les rôles des récepteurs
ETA et ETB sur la prolifération myofibroblastique à l’état basal et lors d’une
stimulation à I’ET-l. À l’aide de la microscopie confocale, nous avons confirmé que
les MYFs expriment abondamment les récepteurs ETA et ETB. Nous avons
également démontré que les MYFs sécrètent environ 33 fmol/ml d’ET-l dans le
milieu de culture et que l’ET-J stimulait la prolifération des MYfs par l’activation
des deux voies intracellulaires, PI3K et p38. Une de nos plus grande découverte est
que le blocage double des récepteurs à l’ET-l est nécessaire afin d’inhiber la
prolifération des MYFs induite par l’ET-l. Étonnamment nous avons remarqué que
dans les conditions basales, en absence d’une stimulation exogêne par l’ajout d’ET-l,
l’administration de BQ-123 ou de BQ-7$$ dans le milieu induisait une augmentation
de l’incorporation de 3H-Leucine et de 3H-Thymidine. En résumé, nos résultats ont
donc révélé que:
9$
1. Lors d’une stimulation exogène par l’ET-l, le blocage sélectif du récepteur
ETA ou ET ne permet pas d’inhiber la prolifération myofibroblastique.
2. À l’état basal, en absence d’une stimulation exogène, le blocage sélectif du
récepteur ETA ou ET stimule la prolifération des MYFs pulmonaires.
Nos résultats démontrent qu’il est nécessaire de bloquer les deux récepteurs
afin d’inhiber la prolifération induite par I’ET-J. Ceci est donc contradictoire avec
d’autres études expérimentales démontrant que la prolifération de fibroblastes
dépend de l’activation du récepteur ETA seulement. Cependant, nos résultats
concordes avec une étude récemment publiée par notre groupe de recherche,
démontrant que l’utilisation simultanée des antagonistes ETA et ETB procure une
inhibition supérieure de la vasoconstriction pulmonaire induite par l’ET-l chez des
artères de résistances pulmonaires isolées (137).
La démonstration que les antagonistes spécifiques au récepteurs ETA ou ETB,
BQ-123 et BQ-78$, peuvent induire a eux seul la prolifération myofibroblastique est
plus difficilement explicable. Grâce à l’évolution des techniques de recherches, les
dernières années nous ont démontré à quel point la biologie des récepteurs de l’ET-J
est beaucoup plus complexe que nous le pensions.
D’abord, il y a de plus en plus d’évidence démontrant que l’activation des
récepteurs couplés aux protéines-G, comme les récepteurs à l’ET-l, ne résulte pas en
une activation de voies intracellulaires de manière linéaire et séquentielle, mais
plutôt à l’activation de multiples voies intracellulaires inter-reliées. De plus, il a été
démontré que la stimulation de fibroblastes active plusieurs voies intracellulaires
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résultant en une augmentation de l’expression d’une grande variété de gènes associé
à la matrice extra-cellulaire et à l’activation de d’autres protéines-G (139, 140). Ceci
pourrait donc en partie expliquer le paradoxe observé dans cette étude et les résultats
contradictoires entre les différents groupes de recherches.
De plus, il a été récemment démontré que les récepteurs à l’ET-l peuvent
former des dimères ou encore des oligomères. La formation d’hétérodimères peut
altérer la fonction du récepteur en modifiant l’effet fonctionnel des agonistes et des
antagonistes(113, 136, 137). Les récepteurs opioïdes (j’, et K) sont un exemple de
récepteur faisant partie de la famille des protéines G possédant la capacité de
s’associer entre eux afin de former des dimères ou des oligomères. Le groupe de
recherche de Gomes a démontré que l’effet de la morphine (opioïde), par l’activation
du récepteur ji, était potentialisé par la présence d’un antagoniste du récepteur
(14 1). Pris dans l’ensemble, la présence d’un antagoniste sélectif comme BQ-123 ou
BQ-7$$ pourrait induire le récepteur activé à compenser et conséquemment élever
positivement l’action de l’agoniste sur ce récepteur causant ainsi cette augmentation
de la prolifération à l’état basal. Plusieurs autres recherches seront requises afin de
savoir si la présence d’hétérodimères dans les myofibroblastes pulmonaires pourrait
être responsable de cette augmentation de la prolifération à l’état basal.
finalement, d’autres recherches ont démontrées que les récepteurs à l’ET-l
détiennent aussi des différences structurelles démontrées par plusieurs modifications
post-transcriptionnelles des récepteurs ETA et ETB (138). Dans des fibroblastes
pulmonaires humains, des modifications structurelles se produisent lors d’une
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stimulation exogène à l’ET-l. Il a été suggéré que ces changements pourraient être à
la base de l’activation parallèle de différentes voies intracellulaires (138).
Basé sur ces études démontrant la complexité de la biologie des récepteurs à l’ET-l,
il devient impossible d’offrir une explication spécifique à nos résultats. Nous
pouvons par contre, poser cette hypothèse générale: la prolifération des
myofibroblastes pulmonaires par les récepteurs de l’ET-l est un système redondant.
1. Lors d’une stimulation exogène, la prolifération maximale induite par l’ET-l
peut être obtenue par l’activation du récepteur ETA ou ET8 seulement. La
stimulation de l’autre récepteur n’augmente donc pas significativement la
prolifération myofibroblastique et son blocage est sans effet notable.
2. À l’état basal, lorsqu’une concentration endogène plus faible d’ET-l est
présente, l’induction de la prolifération par l’ET-l peut être recrutée et ainsi
induire une augmentation de la stimulation de l’un des récepteurs. Le
blocage sélectif de l’un des récepteurs amène donc la potentialisation du
récepteur activé provoquant ainsi une élévation de la prolifération par ce
récepteur.
3. Cette hypothèse est valable seulement si les deux récepteurs activent des
voies intracellulaires redondantes ou si il y présence d’hétérodimères dans les
myofibroblastes pulmonaires.
Nous ne savons toujours pas si la complexité de la biologie des récepteurs à
l’ET-l varie selon les conditions des expériences ou selon l’état de la pathologie.
Cependant, il est clair que les résultats obtenus chez les myofibroblastes pulmonaires
in vitro ne peuvent pas être généralisés à tous les types cellulaires, toutes les espèces
et à toutes les conditions pathologiques.
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4.2 Modification du système de l’ET-l dans les myofibroblastes pulmonaires de rats
‘C
Les myofibroblastes pulmonaires sont normalement présents en petite
quantité dans les septa alvéolaires des poumons sains. Nous avons récemment
démontré que lors d’insuffisance cardiaque secondaire à un infarctus du myocarde (2
semaines) chez le rat, il y a apparition d’un remodelage pulmonaire caractérisé par
une prolifération myofibroblastique prédominante. Cette prolifération participe à la
détérioration fonctionnelle en réduisant la capacité de diffusion gazeuse alvéolaire et
en contribuant au syndrome respiratoire restrictif de 1’IC. Cette même étude a
également démontrée que l’irbesartan, un antagoniste du récepteur AT1, empêche le
développement d’hypertension pulmonaire (HTP) et inhibe la prolifération des
MYFs chez les rats IC. Étant donné son activation lors d’IC et son potentiel
mitogénique, l’ET-l pourrait être l’un des médiateurs important de la prolifération
des MYFs pulmonaires lors d’IC. Le deuxième objectif de notre recherche était donc
d’évaluer l’implication du système de l’ET-l sur la prolifération des myofibroblastes
pulmonaires en culture provenant de rats normaux et de rats souffrant d’insuffisance
cardiaque.
Trois semaines suivant la chirurgie, les rats avaient développé une
insuffisance cardiaque gauche conduisant par la suite à de l’hypertension pulmonaire.
Afin de maximiser la comparaison entre les MYFs pulmonaires de rats normaux et
de rats souffrant d’HTP, seulement les rats possédant de gros infarctus ont été inclus
dans cette étude. La présence d’un gros infarctus conduisant au développement
d’HTP a été établie lorsque la pression systolique du ventricule droit était supérieure
à 30 mmHg et que la pression télé-diastolique du ventricule gauche était supérieure à
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10 mmHg. Plusieurs autres évidences morphologiques des poumons et du coeur ainsi
que plusieurs données hémodynamiques illustraient aussi la présence de la
pathologie. Les MYFs pulmonaires provenant de rats normaux et souffrant d’IC ont
donc été mis en culture afin de procéder à notre étude.
Nous avons premièrement voulu certifier la présence de ce remodelage
pulmonaire dans notre modèle d’IC de 3 semaines. Nous avons donc procédé à la
technique d’incorporation de BrdU afin de démontrer une augmentation de la
synthèse d’ADN dans les poumons suite à un infarctus du myocarde. Nous avons
donc confirmé l’importante synthèse d’ADN dans les septa alvéolaires suite à un
infarctus du myocarde grâce à l’augmentation significative de BrdU notée dans les
poumons de rats souffrant d’HTP.
Nous avons par la suite étudié la réponse mitogénique in vitro à l’ET-l de
MYFs de rats normaux et IC par incorporation de 3H-leucine et 3H-thymidine.
L’ET-l a stimulé la prolifération de MYFs pulmonaires tant chez les rats normaux
que chez les rats souffrant d’IC. Cependant, la réponse mitogénique des MYFs d’IC
était significativement plus basse que celle des MYFs normaux. Nous avons aussi
noté par immunobuvardage de type Western une diminution significative de
l’expression des récepteurs de l’ET-Ï, ETA et ETB, dans les MYFs d’IC. De plus,
nous avons mesuré une diminution significative de la production d’ET-l dans le
milieu de culture par les MYFs d’IC. Cependant, dans le poumons de rats IC nous
retrouvons beaucoup plus de MYFs ce qui laisse présumer que la quantité d’ET-l
sécrétée par les MYFs pulmonaire in vivo pourrait malgré tout être plus élevé que
chez les MYFs de rats témoins.
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Il est clair que le système ET-l est activé dans la pathogenèse de l’IC. Une
étude a démontré que les niveaux d’ET-l plasmatique augmentait dès les premières
heures suivant un infarctus du myocarde (142). Plusieurs autres études, pré-cliniques
et cliniques, ont démontré des niveaux plasmatique et pulmonaire élevés d’ET-l lors
d’IC. De plus, un niveau élevé d’ET-l plasmatique est maintenant considéré comme
étant un examen pronostique de survie ($3, 104, 143) et plusieurs recherches pré-
cliniques démontrent les conséquences bénéfiques de bloquer Je système de l’ET-l
lors d’insuffisance cardiaque (88, 144, 145). Étant donné que nous avions
récemment prouvé la présence d’une importante prolifération myofibroblastiques
pulmonaires lors d’IC et que l’ET-l possède aussi des effets mitogéniques sur les
myofibroblastes, notre hypothèse de départ était que le système de l’ET-l serait
régulé à la hausse chez les MYFs pulmonaires de rats IC. Cependant, il est évident
que le système de l’ET-l est plutôt régulé à la baisse lors d’IC dans les MYFs
pulmonaires.
Notre surprenante trouvaille corrèle néanmoins avec une autre étude
investiguant l’effet de l’ET-J chez des fibroblastes normaux et sclérodermiques
(SSc) de la peau. Ce groupe de recherche a démontré que les fibroblastes SSc
exprimaient une réponse mitogénique réduite à l’ET-l et que cette réponse diminuée
était associée à une altération du ratio de l’expression des récepteurs ETA :ET3: ETA
significativement diminué chez les fibroblastes SSc, tandis qu’ET8 a demeuré
inchangé (128). La régulation à la baisse du système de l’ET-l chez les MYFs
pulmonaires IC pourrait donc être expliqué par l’activation d’une réponse rétroactive
négative «feed-back ioop». Une exposition chronique à des niveaux élevés d’ET-l
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pourrait induire une inhibition du système de l’ET-l dans les MYFs pulmonaires.
Ceci suggère donc que ce phénomène de désensibilisation serait adaptatif, permettant
au poumon de se protéger d’une prolifération excessive des myoflbroblastes et ainsi
atténuerait les effets délétères d’une élévation chronique des niveaux plasmatique et
pulmonaire de l’ET-l.
Par analogie cette réponse serait comparable a celle du système F
adrénergique connu pour sa réponse auto-protective lorsque chroniquement activé
par ses agonistes. Une exposition continue aux E3 agonistes provoque un phénomène
de désensibilisation qui inclue la régulation à la baisse du système, le découplage des
récepteurs, la désensibilisation de ses récepteurs et une augmentation de l’activité de
la protéine G inhibitrice. Même si la capacité fonctionnelle du coeur insuffisant est
déjà exposée à cette désensibilisation des récepteurs f3-adrénergique, les n-bloqueurs
protègent quand même le coeur contre la stimulation chronique du système
adrénergique et demeurent un traitement de base préconisé dans l’IC. Ainsi, une
régulation à la baisse du système de l’ET-l chez les MYFs pulmonaires d’ÏC
n’indique pas nécessairement que se système ne joue pas un rôle important dans la
prolifération myofibroblastiques. En fait, ceci pourrait même souligner l’implication
délétère importante du système de I’ET-l pulmonaire lors d’IC.
Plusieurs autres études sont requises afin de confirmer la désensibilisation du
système de l’ET-l lors d’IC. Premièrement, il serait intéressant de vérifier si la
régulation à la baisse du système de l’ET-l est accompagnée d’une diminution de
l’activation des cascades intracellulaires. De plus, il serait important d’aller
confirmer chez des myofibroblastes normaux qu’une exposition chronique à I’ET-l
induit une régulation à la baisse similaire à celle observé lors d’IC. finalement, il
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serait encore plus intéressant d’aller étudier l’influence d’un traitement à long terme
avec des antagonistes du système de l’ET-l sur les MYFs pulmonaires de rats IC et
vérifier si le traitement chronique renverse la régulation à la baisse du système de
l’ET-l dans ces cellules.
4.3 Limites de l’étude
La limite majeure de notre étude est la technique de culture cellulaire utilisée.
Cette technique in vitro, peut induire des changements rapides du phénotype
cellulaire isolé. Afin de limiter ces effets, nous avons utilisés dans cette étude des
MYFs de premier passage seulement. De plus, nous avons également fait des
expériences d’immunofluorescence afin de vérifier la présence de changements dans
l’expression des marqueurs des MYF s et de l’expression des récepteurs de l’ET-l
entre des MYFs fraîchements isolées et de premier passage (résultats non inclus dans
ce mémoire). Il est important de mentionner que nous avons notté aucune différence
dans les niveaux d’expression des marqueurs des MYfs (a-actine de muscle lisse,
vimentine, desmine et facteur IIX) ainsi que dans la localisation et la densité des
récepteurs de l’ET-I. Cependant nous ne pouvons pas exclure la possibilité que les
MYFs se comportent différemment (contractilité, prolifération) in vivo qu’in vitro.
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5 Conclusion
Ces études nous ont permit de démontré que les MYF s pulmonaires
expriment abondamment les récepteurs à l’ET-l et que Ï’ET-J stimule la synthèse
d’ADN et protéique. Lors de notre première étude, nous avons illustré qu’il était
nécessaire de bloquer les deux récepteurs ETA et ETB (BQ-123 et BQ-7$8) afin
d’inhiber significativement la prolifération myofibroblastiques induite par l’ET-l.
Au cours de cette même étude, nous avons également noté que l’ajout, dans le milieu
de culture, de seulement l’un des deux antagonistes spécifiques pour les récepteurs à
l’ET-l induisait, par un processus encore incertain, la prolifération cellulaire. Ceci
démontre que les deux récepteurs de l’ET-l sont impliqués dans la prolifération
myofibroblastique et suggère une interaction probable entre les deux récepteurs.
Notre deuxième étude, a démontré une régulation à la baisse du système de l’ET- I
dans les MYFs pulmonaires de rats souffrant d’IC par la réponse mitogénique réduite
de ces MYFs à l’ET-l, par la diminution de l’expression des récepteurs ETA et ET8
et par la réduction de la sécrétion d’ET-l chez les MYFs IC. Ces résultats soulèvent
donc la possibilité d’une désensibilisation du système de l’ET-l dans les
myofibroblastes pulmonaires lors d’IC.
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